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L'aspirazione dell'uomo  a  essere  indenne dalle  sofferenze  e dai dolori provocati dalle 
malattie e  il desiderio di sconfiggere  l’inevitabile "malattia",  la morte, sono convogliati 
nella ricerca di possibili rimedi. 
La  morte  naturale  è  il  fenomeno  che  conclude  un  ciclo  vitale  geneticamente 
determinato  e  sancisce  l’ineluttabile  punto  di  arrivo  dell'invecchiamento  "fisiologico". 
L’invecchiamento  d’altro  canto  può  essere  considerato,  come  il  progressivo 
deterioramento delle capacità omeostatiche e d’adattamento all'ambiente  in  funzione 
di un solo  fattore, quello cronologico. Per  tale motivo  l'invecchiamento "fisiologico", o 
normale, può essere detto anche “mono fattoriale”, poiché comprende  il complesso di 
modificazioni  morfologiche  e  funzionali,  di  tipo  involutivo,  che  intervengono 
nell'individuo  adulto  per  opera  della  sola  azione  del  fattore  tempo,  che  indica 
l’avanzamento dell'individuo nella sua età cronologica. 
L'invecchiamento  è,  in  generale,  il  processo  naturale  che  conduce  a  un  aumento 
dell'entropia  in  un  qualunque  sistema  fisico.  Gli  oggetti  inorganici  subiscono 
passivamente  tale  processo,  mentre,  gli  esseri  viventi  sono  dotati  di  sistemi,  che 
consentono  loro di  contrastarne  l’azione, ovvero di mantenere  costante  l'ordine della 
propria struttura fisica. Nonostante ciò per la maggior parte degli organismi (in genere i 
pluricellulari  complessi)  l'invecchiamento  è  una  fase  inevitabile  del  loro  percorso  di 
sviluppo biologico, poiché in esso sono implicati vari meccanismi fisici e biologici. 
Il  processo,  che  risulta  essere  irreversibile  e  comporta  modificazioni  biologiche, 








La  prima  teoria  afferma,  che  esisterebbero  dei  geni  regolatori  che  causerebbero, 
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La  seconda  teoria  enuncia,  che  l’invecchiamento  sarebbe  il  prodotto  di  una  serie  di 
modificazioni  peggiorative,  che  aumentano  col  passare  del  tempo  e  determinate  in 
modo casuale (d'Adda di Fagagna et al., 2003). 
Un’altra  teoria dell’invecchiamento  casuale  sostiene,  che una  serie d’errori  combinati 




Il  processo  è  accelerato  dall’ambiente  in  cui  il  soggetto  vive  e  da  fattori 





cellule  staminali,  si  è  formulata  l’ipotesi,  che  esse  possono  contribuire  al  nostro 
invecchiamento,  in  quanto  l’arresto  della  loro  funzione  replicativa  comporta  il 
progressivo declino della rigenerazione e dell’omeostasi dei tessuti. (Sharpless, DePinho, 
2007). 











Nelle  fasi  iniziali dello sviluppo umano,  le cellule staminali, situate nell'embrione, sono 
diverse da tutti i tipi di cellule esistenti nell'organismo, in quanto capaci di dare origine a 
tutti  i  tipi  cellulari  (differenziate  e  staminali  adulte),  che  compongono  un  organismo 
adulto in un momento, in cui è fondamentale la plasticità somatica(Blau et al., 2001).  
Il  mantenimento  della  pluripotenzialità  è  confermato  dalla  presenza  di  fattori 












Le  cellule  staminali  adulte,  seppur  indifferenziate,  sono  indirizzate  verso  una  via  di 
differenziamento  e  di  rigenerazione  dei  soli  tessuti  in  cui  risiedono,  in  quanto  sono 
coinvolte  solo  nella  crescita  dell’organismo  e  presiedono  all’omeostasi  e  al  riparo 
d’eventuali tessuti danneggiati (Preston et al., 2003). 
La  scoperta,  che  le  cellule  staminali  adulte  possano  traslocare  dal  tessuto  nel  quale 
risiedono per  raggiungere altri distretti e  contribuire alla  loro omeostasi, ha aperto  la 
strada  a  una  nuova  visione  delle  cellule  staminali  non‐embrionali  (Blau  et  al.,  2001, 
Prockop, 1997).  
Fra  tutti  i  tessuti  soggetti  a  turnover,  il  sangue  è  quello  che  presenta  un’emivita  più 
breve e  ciò ha  indirizzato  l’attenzione  sulle  cellule  staminali  che  risiedono nel midollo 








Friedenstein  e  Owen  hanno  riportato  che  dallo  stroma  del midollo  osseo  potevano 
generarsi cellule del tessuto osseo, cartilagineo e adiposo.  
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del  sistema  immunitario. Esse presentano  inoltre  la  capacità di differenziare  in  cellule 
endoteliali, contribuendo alla rivascolarizzazione del tessuto ischemico.  
Si è dimostrato, che in vitro le MSC secernano varie molecole bioattive (anti‐apoptiche, 
immunomodulatorie,  angiogeniche  e  chemio‐attrattive), mentre  in  vivo  interagiscono 
con  le  cellule  del  sistema  immunitario  innato  ed  adattivo,  al  fine  di  guidarne  la 
modulazione (Lodi et al.,2011). La capacità delle MSC di assolvere principalmente queste 




Le  MSC  sono  state  valorizzate  in  studi  preclinici  e  clinici,  divenendo  un  potenziale 
efficace nell’ambito della terapia cellulare per la rigenerazione e il riparo dei tessuti. 
Studi condotti sull’uomo e sugli animali hanno dimostrato che  l’applicazioni delle MSC 
risulta  efficace nella  cura di patologie  come  il diabete di  tipo 1,  il morbo di Crohn,  il 
mordo di Parkinson ed ect. (Mimeault et al., 2007).  
































Le  cellule  staminali  mesenchimali  (MSC)  sono  cellule  con  la  capacità  di  autorinnovarsi  e 
differenziarsi  continuamente  in  cellule  specializzate.  Sono  cellule  di  origine  midollare,  ma  si 
ritrovano  anche  nel  tessuto  adiposo,  nel  sangue  periferico,  nel  cordone  ombelicale,  etc. 
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immunomodulatoria che le rende adatte al trapianto autologo ed eterologo. Per quanto 
concerne  la capacità di  raggiungere  il  tessuto danneggiato, solo una piccola parte è  in 
grado di  farlo, mentre  la  restante  finisce nella  fitta  rete degli  alveoli polmonari, dove 
esplicano  la  loro  attività  (Schrepfer  et  al.,  2007).  Infine,  per  l’esiguità  del  numero  di 
cellule  presenti  in  un  aspirato midollare,  è  opportuno  ricorrerne  all’amplificazione  in 





Il  termine  senescenza  deriva  dal  latino  “senectus”  ed  è  usato  come  sinonimo 
d’invecchiamento.  













Il  fenomeno della  senescenza  fu descritto per  la prima  volta 50  anni  fa da Hayflick  a 
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In genere  le cellule senescenti,  la cui crescita è arrestata  irreversibilmente, mostra una 










Esistono  diversi  meccanismi  di  senescenza  in  funzione  dei  differenti  protocolli 
sperimentali utilizzati, delle differenti condizioni di crescita e delle diverse linee cellulari. 
Concettualmente sono identificabili due tipi di meccanismi:  




ciclina  attivata  dall’up‐regolazione  di  RB),  che  a  sua  volta  può  essere  indotta  da 
perturbazione  allo  stato  cromatinico  o  da  diverse  cause  di  stress  (Jeyapalan,  Sedivy, 
2008).  
L’attivazione  del  pathways  P21‐P53  o/e  del  pathway  RB‐P16INK4a  è  essenziale  per 
l’induzione della senescenza in diverse varietà di cellule umane. 


























avviene di  solito  in  seguito al  coinvolgimento del pathway P53.  La  senescenza  induce 
stimoli  che  agiscono  principalmente  attraverso  il  pathway  P16‐RB.  Questo  è 
particolarmente vero per  le cellule epiteliali, che  sono, come  i  fibroblasti, più  inclini a 




L’oncogene  RAS  induce  l'espressione  di  P16  e  attiva  fattori  di  trascrizione  come  ETS; 
l’attività  ETS  è  controbilanciata  dalle  proteine  ID,  che  sono  inibite  nelle  cellule 
senescenti. Al momento non è chiaro come  le cause che  inducono senescenza portano 
all’espressione di P16. Un meccanismo possibile è  la ridotta espressione dei repressori 
Polycomb  INK4a come BMI1 e CBX7. Coerentemente con questa  idea,  l’up‐regolazione 
di BMI1 o CBX7 aumenta la durata della vita dei fibroblasti umani e di topo. 
P16  e P21  sono  entrambi CDKIs, di  conseguenza,  entrambi possono mantenere RB  in 
uno  stato  attivo,  ossia  ipofosforilato,  impedendo  così  al  fattore  trascrizionale  E2F  di 
attivare i geni necessari per la proliferazione. Tuttavia, P16 e P21 sono chiaramente non 
equivalenti. Le cellule senescenti per opera del pathway P53‐P21 possono riprendere la 




diversi giorni anche dopo  l'inattivazione di P53, P16 o RB.  Inoltre,  la perdita di P16‐RB 
determina  un  aumento  dell'attività  di  P53  e  P21  in  parte  perché  E2F  stimola 
l’espressione di ARF. Nonostante  la regolazione reciproca tra  i pathways P53 e P16‐RB 




Il  legame  tra  la  senescenza  cellulare  e  l'invecchiamento  è  più  incerto  che  tra  la 












delle  cellule  staminali  e  la  rigenerazione  dei  tessuti.  L’aumento  di  P16  nelle  cellule 
staminali è evidente nei primi mesi d’età. Sorprendentemente, il regresso nella crescita 
delle  cellule  staminali  e  nella  rigenerazione  dei  tessuti,  in  funzione  dell'età,  sono 
notevolmente  ritardati  nei  topi  geneticamente  modificati  per  la  mancanza  di  P16. 
Tuttavia, come è prevedibile, questi topi modificati muoiono prematuramente di cancro. 
L’incremento  di  P16  correlato  con  l’avanzare  dell’età,  nelle  cellule  staminali  e  nelle 




induca  in  realtà  uno  stato  senescente.  E’  possibile  quindi  che  sia  l’attività  onco‐
soppressiva  di  P16  a  causare  l’arresto  della  crescita  senza  induzione  di  senescenza. 
Tuttavia, questi risultati suggeriscono che  la funzione tumore‐soppressiva correlata con 




Un  secondo  meccanismo  con  cui  le  cellule  senescenti  potrebbero  contribuire 
all'invecchiamento deriva dal  fatto che esse presentano un’espressione genica alterata 
dei  geni  che  codificano  per  la  matrice  extracellulare,  enzimi  degradativi,  citochine 
infiammatorie e  fattori di crescita, che può  influenzare  il comportamento delle cellule 





























negativamente da E3 ubiquitin‐protein  ligase HDM2, che ne  facilita  la degradazione, e HDM2 a 
sua  volta è  regolato negativamente dall’alternate‐reading‐frame protein  (ARF).  L’attivazione di 
P53 determina il fenomeno della senescenza in parte inducendo l'espressione di P21, un inibitore 
delle  chinasi  ciclina‐dipendente  (CDK),  che  tra  le  altre  attività,  sopprime  la  fosforilazione  e, 
quindi,  l'inattivazione  di  RB.  I  segnali  di  senescenza  che  coinvolgono  il  pathway  P16‐RB 
generalmente  sono  caratterizzati  dall'upregolazione  di  P16,  un  altro  inibitore  delle  CDK  che 
impedisce  a  RB  di  essere  fosforilata  e  quindi  inattivata.  RB  blocca  la  proliferazione  cellulare, 
sopprimendo  l'attività  di  E2F, un  fattore di  trascrizione  che  stimola  l'espressione dei  geni  che 
sono necessari per  la progressione del  ciclo  cellulare. E2F può anche  limitare  la proliferazione 
inducendo  l’espressione  di ARF,  che  coinvolge  il  pathway  di  P53. Vi  è  quindi  una  regolazione 
reciproca tra i pathway di P53 e di P16‐RB. L’interazione tra ARF, HDM2, P53, P21, CDK, RB ed E2F 
è stata riscontrata anche in altri contesti cellulari per esempio, durante il DDR e durante l’arresto 
della  crescita  reversibile o  transitoria. Non è  ancora  chiaro  come  la  senescenza  sia  stabilita,  a 
discapito della quiescenza o della crescita  transitoria. È degno di nota,  tuttavia, che almeno  in 
























Danni  alle  cellule  all'interno  dei  tessuti  può  portare  a  differenti  esiti.  Naturalmente,  i  danni 
possono  essere  completamente  riparati,  e  quindi  ottenere  il  ripristino  cellulare  e  dei  tessuti. 
Danni eccessivi o irreparabili possono causare la morte cellulare (apoptosi), la senescenza o una 
mutazione  oncogena.  La  divisione  di  una  cellula  vicina,  o  di  una  cellula  staminale  o  di  una 
progenitrice,  può  sostituire  le  cellule  apoptotiche.  La  divisione  cellulare,  tuttavia,  aumenta  il 
rischio di danno  al DNA  e quindi  di mutazione oncogena,  lasciando  il  tessuto  con  cellule  pre‐
maligne  o  potenzialmente  maligne.  Le  cellule  senescenti,  al  contrario,  non  possono  essere 
facilmente  sostituite,  e  il  loro numero può  aumentare  con  l'età. Cellule  senescenti  secernono 
inoltre  vari  fattori  che  possono  alterare  o  inibire  il  funzionamento  delle  cellule  vicine,  con 
conseguenti  disfunzioni  cellulari. Questi  fattori  possono  anche  stimolare  la  proliferazione  e  la 









Inoltre,  i fattori secreti dalle cellule senescenti possono stimolare  la crescita e  l'attività 
angiogenica  delle  cellule  vicine  precancerose,  sia  in  coltura  che  in  vivo.  Pertanto,  le 
cellule  senescenti,  nonostante  non  siano  in  grado  di  formare  tumori,  possono 
alimentare  la  progressione  delle  cellule  vicine  quindi  facilitare  lo  sviluppo  del  cancro 
negli organismi  vecchi.  Insieme, questi  risultati  sostengono  l'idea  che  la  senescenza è 
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Le MSC  provenienti  da  donatori  anziani  non  presentano  una morfologia  affusolata  in 
vitro,  al  contrario  di  quelle  provenienti  da  donatori  giovani,  che  esibiscono  una 








irreversibile  della  senescenza.  Narita  e  collaboratori  notarono,  infatti,  che  le  cellule 
senescenti  quando  colorate  con  il  DAPI  (4’,6  diamidino‐2‐phenylindole)  presentavano 
nuclei  caratterizzati  da  foci  eterocromatinici  in  confronto  a  cellule  giovani,  che 
presentavano al contrario una colorazione nucleare uniforme. Essi notarono inoltre, che 
la  presenza  dei  foci  contenenti  numerose  proteine  modificate,  come  l’istone 
ipoacetilato, l’istone H3 metilato sulla lisina 9 (H3K9m) e la presenza del heterocromatin 
protein  1  (HP1)  rendono  il  DNA  resistente  alla  digestione  con  nucleasi microccocica. 






singola  cellula.  Risultati  discordanti  si  sono  avuti  nel  numero  totali  di  CFU  nel  corso 
dell’invecchiamento:  secondo  alcune  ricerche  il  numero  totale  di  CFU  diminuisce 
durante  l’invecchiamento, mentre  altri  studi  hanno  riscontrato  nessun  cambiamento 
numerico significativo (Sethe et al., 2006). 
In  aggiunta  alla  diminuzione  nel  numero  totale  di  CFU,  è  stata  evidenziata  anche  la 
diminuzione  nella  grandezza  delle  colonie  nelle MSC  senescenti.  Colonie  grandi  sono 



















La  potenzialità  del  differenziamento  dei  CFU  in  tri‐  bi‐  uni‐potenti  diminuisce  con 
l’aumentare  dell’invecchiamento.  Pertanto  la  frequenza  relativa  dei  cloni  bi‐potenti 








hanno  osservato  una  diminuzione  efficace  della  capacità  replicativa  nelle  MSC 
provenienti  da  donatori  anziani.  Tuttavia,  in  risposta  ad  opportune  stimolazioni,  la 









di  Fagagna,  2007).  Il  loro  accorciamento  non  solo  “regola  la  vita”, ma  è  considerato 
anche  come  un meccanismo  atto  a  prevenire  la  formazione  di  tumori.  Nelle MSC  i 
telomeri  sembrano  già  di  partenza  essere  più  corti  rispetto  a  quelli  presenti  negli 
osteoblasti  e  condrociti  (Sethe  et  al.,  2006).  La  disfunzione  telomerica  innesca  una 


















con  l’età  (Deiss  et  al.,  1996).  Nelle MSC,  l’espressione  della  telomerasi  è  oggetto  di 
discussione:  alcuni  lavori  ne  evidenziano  l’assenza,  altri  invece  una  leggera  attività. 






in  vitro  si ha un aumento dell’attività  lisosomiale  residua e  la b‐Gal  viene  identificata 
anche  a pH  acidi prossimi  alla neutralità  (Campisi,  2005). Aspetto  limitante di questo 
studio è  la  confluenza  cellulare  che determina un  incremento dell’attività  lisosomiale. 




Le  lesioni al DNA possono essere  indotte da agenti endogeni,  come  le  specie  reattive 
all’ossigeno (ROS) risultanti dal processo metabolico o da agenti esogeni come radiazioni 
ionizzanti  (IR) e UV.  Il patway attivato per  riparare  tali danni è dipendente dal  tipo di 
lesione generata. I meccanismi della Base excision repair (BER) e del nucleotide exicision 
repair  (NER) sono attivati quando  la  lesione coinvolge  la singola base del DNA, mentre 
danni più estesi,  che  coinvolgono  sia  il  singolo  filamento  (SSB,  single  strand breaks) o 
entrambi  (DSB)  richiedono un meccanismo di  riparo  come  l’homologus  recombination 
(HR), il single strand annealing (SSA) o il non‐homologus and joining (NHEJ). In tutti i casi, 
il danno  al DNA  attiva una  serie di modifiche proteiche  coinvolte nel  segnalare o nel 
riparare  il  danno.  Tra  tutte  le  modifiche  sono  da  ricordare  la  fosforilazione  e 
l’acetilazione  della  proteina  P53,  il  cui  ruolo  sembra  quello  di  indirizzare  il  destino 
cellulare verso un fenotipo apoptotico e  la fosforilazione dell’istone γ‐H2A.X, che funge 
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Una  cellula  ematopoietica  e  una  neuronale,  anche  se  morfologicamente  e 
funzionalmente diverse, presentano lo stesso corredo cromosomico. La differenza tra le 
due cellule consiste nella tendenza di ognuna di esse a trascrivere alcuni geni piuttosto 
che  altri.  Tale  processo  permette  a  ciascuna  singola  cellula  che  sintetizza  un  certo 
genere di proteine piuttosto che altre, una diversa specializzazione che si rivela con una 






polipeptidi chiamati  istoni. L'unità base della cromatina è  il nucleosoma,  in altre parole 





di  perle"  per  il  suo  aspetto.  In  questo  stadio  il  DNA  è  avvolto  attorno  ai 
nucleosomi, senza ulteriori ripiegamenti; 
2. La fibra da 30 nm di diametro è il secondo livello. In esso la cromatina assume un 
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Il meccanismo  con  il  quale  è  regolata  la  cromatina  di  ordine  superiore  non  è  ancora 
conosciuto, ma sembra essere strettamente  legato con  i sistemi regolatori a  livello del 
nucleosoma (Felsenfeld et al. 2004).   
Gli enzimi di rimodellamento della cromatina si dividono in due categorie fondamentali: 
quelli,  che  aggiungono  o  rimuovono  modifiche  covalenti  agli  istoni  e  quelli,  che 
utilizzano  l'energia  di  idrolisi  dell'ATP  per modificarne  la  struttura. Della  prima  classe 
fanno parte quegli  enzimi,  che, post‐traduzionalmente, modificano  l’estremità  amino‐
terminale delle proteine  istoniche  con  l’aggiunta di un gruppo acetile, metile,  fosfato, 



































che  utilizzano  l’energia  derivante  dall’idrolisi  dell'ATP  per  modificare  i  contatti  tra 
proteine istoniche e DNA e indurre cambiamenti nella conformazione nucleosomica. Gli 
enzimi  ATP  dipendenti,  che  rimodellano  la  cromatina,  aumentano  o  diminuiscono 
l’accessibilità  al  DNA.  Tre  famiglie  ben  caratterizzate  di  enzimi  ATP‐dipendenti 
rimodellano  la  cromatina  (SWI/SNF,  ISWI,  CHD)  e  sono  implicati  nella  regolazione  di 
alcuni aspetti delle cellule staminali come  la pluripotenza. Tali enzimi sono costituiti da 
varie subunità contenenti una porzione catalitica con un dominio ATPasi. 






I  complessi  SWI/SNF  (SWItch/Sucrose  Non‐Fermentable)  idrolizzano  l’ATP modulando 
così  la  posizione  dei  nucleosomi  e  svolgendo  un  ruolo  chiave  nella  regolazione 
dell’espressione  genica.  Essi,  quindi,  sono  necessari  per  rimodellare  la  cromatina  ed 
esercitano  questa  funzione  attraverso  una  delle  due  subunità  cataliche  presenti  nei 
complessi: brama‐related gene 1 (BRG1) o brama (BRM).  
La caratteristica, che distingue questa famiglia d’enzimi, è  la presenza di un “bromodo‐
domain”,  che  interagisce  preferenzialmente  con  gli  istoni  acetilati  presenti  nella 
subunità  catalitica  sia di BRG1  che di BRM.  Sebbene BRG1  e BRM possano  entrambe 
funzionare come siti ATPasici a ognuna è decretata in modo univoco una diversa attività 
biologica.  I due geni presentano un’omologia di sequenza del 75%, ma  la  loro funzione 
sulla biologia della cromatina è poco conosciuta  (Bourgo et al., 2009). Per  il  loro ruolo 











Nelle  cellule  eucariotiche,  SWI/SNF  svolge  un  ruolo  cruciale  nell’attivazione  di  un 
insieme  diversificato  di  geni  poiché  ne  recluta  direttamente  i  fattori  trascrizionali.  Il 
complesso agisce anche come repressore trascrizionale. E’ stato inoltre dimostrato come 
la mancata  funzionalità  di  questo  complesso  sia  coinvolta  in  diverse  forme  tumorali 
(Gunawardena et al., 2007). 
I  complessi  SWI/SNF  osservati  in  vitro,  sembrano  più  eterogenei  rispetto  a  quelli 
osservati in vitro, essi sono costituiti sempre da una delle due subunità ATPasi e da una 
composizione variabile di subunità (Bafs) (Saladi, de la Serna, 2010).  
I  complessi  SWI/SNF  sono  classificati  in  due  sottofamiglie  principali:  Baf  e  Pbaf 
(polybromo).  I  complessi Pbaf  si distinguono da quelli Baf per  l’incorporazione di due 
subunità aggiuntive, Baf180 e Baf200 e per  la mancanza di Baf250. Gli enzimi SWI/SNF 










e di  reprimere  la pluripotenza  favorendo  in questo modo  il differenziamento cellulare 
(Saladi,  de  la  Serna,2010).  Si  deduce  allora,  che BRG1  giochi  un  ruolo  dinamico  nella 
regolazione dell'espressione genica regolando positivamente  la trascrizione nelle prime 
fasi dello sviluppo per poi reprimerla in seguito e favorirne il differenziamento. Differenti 
studi  suggeriscono  che  il diverso  funzionamento di  ciascun  complesso  scaturisce dalla 
diversa  combinazione dei BAF  che  lo  compongono,  in particolare Baf250a  è presente 
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Il  ciclo  cellulare è  costituito da una  serie di eventi ordinati,  che  sopraggiungono nelle 
cellule  eucariotiche  tra  una  divisione  cellulare  e  quella  successiva.  Durante  questo 
periodo  la cellula duplica  il proprio DNA, per poi dividerlo  in modo equo con  la cellula 
figlia, affinché le due cellule risultanti abbiano lo stesso corredo cromosomico.  
Esso  può  essere  schematicamente  diviso  in  4  fasi:  fase G1,  fase  S,  fase G2  e  fase M. 
Durante  la  fase G1  si verifica un  forte aumento di RNA e proteine, che  serviranno per 
duplicare  il DNA,  che  avviene  invece  nella  fase  S. Durante  la  fase G2,  dove  il DNA  è 
oramai duplicato, si riscontra un aumento del volume della cellula. Nella fase M (mitosi) 
avvengono  invece  tutti quegli eventi che portano alla  formazione di due cellule uguali 
tra di loro (citocinesi).  
Le molecole chiavi, che regolano  il ciclo cellulare, sono  le cicline e  le chinasi dipendenti 
da cicline  (CDK). Le cicline non presentano attività enzimatica al contrario delle chinasi 











G1/S.  La  seconda  classe  comprende  la  famiglia  INK4  (P15
INK4B,  P16INK4A,  P18INK4C  e 
P19INK4D), che interagiscono principalmente con la ciclina D. 
Il  sistema  di  controllo  del  ciclo  cellulare  è  costituito  da  una  famiglia  di  proteine,  che 
regolano  l'entrata della cellula nei diversi stadi del ciclo cellulare,  fungendo come una 
sorta  d’interruttori  binari  rigidamente  programmati,  che  possono  essere 
alternativamente in uno stato "spento" o in uno "acceso", senza possibilità intermedie e 
in modo  irreversibile. Esse sono poi  in grado di rilevare  il comportamento della cellula 













fondamentale  per  la  cellula,  deve  essere molto  affidabile.  Nella maggior  parte  delle 
cellule  degli  eucarioti,  il  sistema  di  controllo  possiede  tre  stazioni  regolatrici 
fondamentali  per  il  proseguimento  del  ciclo  cellulare,  dette  “punti  di  controllo” 
(checkpoints). Nel momento in cui la cellula rileva problemi al suo interno o all'esterno, 
può  innescare meccanismi  che bloccano  il  ciclo  cellulare  in uno di questi  tre punti.  Il 
punto  più  importante  è  quello  collocato  nella  Fase  G1,  chiamato  Start,  punto  di 
restrizione  o  punto  di  non  ritorno,  oltrepassato  il  quale  la  cellula  è  obbligata  a 




del retinoblastoma o pRB. Durante  la fase G1, pRB si  lega a E2F e blocca  la trascrizione 
dei geni della  fase S. Quando  le  cellule  sono  stimolate a dividersi  in  seguito a  segnali 




condivide  la  funzione  regolatoria  dei  fattori  trascrizionali  E2F  con  altre  due  proteine 






domini  definiti  A  e  B,  che  intervallati  da  un  ulteriore  regione  denominata  spacer 
formano insieme il cosiddetto pocket domain, responsabile dell’interazione con i fattori 



































A)  Sono  rappresentate  le  quattro  fasi  del  ciclo  cellulare  e  le  relative  cicline  che  intervengono 
durante l’intero ciclo. 
B) In dettaglio è mostrato quello che accade nel punto di restrizione. Durante la fase G1, pRB si 
lega  a  E2F  e  blocca  la  trascrizione  dei  geni  della  fase  S.  Quando  le  cellule  sono  stimolate  a 







Accanto  alle  regioni  A  e  B,  dove  le  tre  proteine  condividono  un’ampia  omologia  di 
sequenza,  la  regione  spacer  che  divide  i  sottodomini  A  e  B  sembra  caratterizzare  in 
modo univoco le proteine della famiglia del retinoblastoma (Figura 7). P107 e RB2/P130 
allo stesso tempo mostrano una maggior omologia anche nella regione spacer rispetto a 
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possibilità  che  le  due  proteine  possano  sostituirsi  a  vicenda  nel  legare  i  fattori 
trascrizionali  E2F4  e  E2F5.  Principalmente  il  legame  p130‐E2F4/5  si  ritrova  in  cellule 





tipo di  cellula,  status della  cellula  (cellula  staminale, progenitrice o differenziata). Per 
meglio comprendere  le differenze e  similitudini delle proprietà onco‐soppressive delle 
tre proteine  si  ricorre alla descrizione di alcuni  studi.  In  fibroblasti di  topo  cresciuti  in 
terreno normale, dove è  stato eliminato RB è  stato evidenziato un minore numero di 
cellule  in fase G1 ed un aumento di quelle  in fase S. Nessuna modifica ha riguardato  la 
fase G2. Nelle medesime cellule dove è stato  indotto  il blocco del ciclo cellulare  in fase 
G1, eliminando il siero (serum starvation), prima di silenziare RB si è manifestato, invece, 
un maggior numero di cellule in fase G1 (Herrera et al., 1996).  
La  completa  inattivazione  di  RB  non  sembra  essere  compatibile  con  la  vita:  i  topi  ko 
(knock‐out) presentano un’estesa apoptosi nel sistema nervoso centrale,  la presenza di 
retinoblastoma e difetti dell'eritropoiesi e miogenesi. Questi difetti potrebbero almeno 
in  parte  essere  attribuiti  a  un  aumento  dell’attività  di  E2F1,  che  innesca  l’apoptosi 
tramite la via P53. Al contrario, il ko genetico di P107 o RB2 non ha mostrato un fenotipo 
sovrapponibile  a  quello  con  RB  (Cobrinik  et  al.,  1996,  Lee  et  al.,  1996).  Si  è  però 
dimostrato  come  la  combinazione  del  ko  per  P107  e  RB2  causa  un’eccessiva 
proliferazione  nei  condrociti  portando  alla  malformazione  delle  ossa  lunghe  e  delle 






















Omologia  di  sequenza  tra  i membri  della  famiglia  del  Retinoblastoma.  Analisi  delle  affinità 
strutturali tra le proteine della famiglia del Retinoblastoma. pRB, p107 e RB2/P130 sono allineati 
secondo un’omologia di sequenza aminoacidica. Le zone blu sono sequenze altamente omologhe 
















un  effetto  complementare  da  parte  di  pRB  quando  non  è  presente  pRB2/P130  ed  in 
particolar modo in assenza di pRB2/P130 il complesso E2F4 lega p107, mentre quando è 




P107, al contempo  la mancanza di entrambi, evidenzia  la  riduzione dell’espressione di 
alcuni geni  tra cui B‐MYB, CDC2, E2F1, TS e Ciclina A2.  I  livelli d’espressione di queste 
proteine  risultano,  invece,  normali  quando  manca  RB  e,  inoltre,  si  osserva  una  up‐
regolazione dei geni Ciclina E e P107.  








ciclo  cellulare  poiché  si  ipotizza  che  i  rimodellatori  della  cromatina  come  i  complessi 
SWI/SNF siano inibiti. Tale ipotesi è avvallata dal fatto che, durante il processo mitotico i 
complessi contenti  la subunità catalitica BRM sono degradati, mentre quelli contenti  la 
subunità  BRG1  sono  disattivati  mediante  fosforilazione  ((Wang  et  al.,  1996)).  Non 
appena  la  cellula  supera  la  fase  mitotica,  i  complessi  contenenti  la  subunità  BRG1 
vengono defosforilati e pertanto sono attivi per modificare  la cromatina. Tali complessi 
esercitano un  ruolo  chiave  anche nella  fase G1 del  ciclo  cellulare. Alcuni  studi hanno 
mostrato l’interazione dei complessi SWI/SNF, in particolar modo con la subunità BRG1 
e  la  ciclina  E.  In  particolare,  l’espressione  ectopica  del  solo  BRG1  in  cellule  normali 
provoca  l’arresto del ciclo cellulare, mentre  la co‐trasfezione di BRG1 e della Ciclina E 
potrebbe essere causa di morte. BRG1 è anche richiesto per la trascrizione di CD44, una 
molecola  di  adesione,  utilizzata  come  marker  per  diagnosticare  metastasi.  E’  stato 
dimostrato  come  la  co‐trasfezione  di  BRG1  e  della  Ciclina  E  attenui  l’espressione  di 
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(Kang  et  al.,  2004).  Questi  dati  evidenziano  come  il  silenziamento  di  BRG1  sia 
strettamente  legato  alla  regolazione  del  ciclo  cellulare.  Vi  sono  diverse  possibili 
spiegazioni a questo  fenomeno,  tra  cui quella  che afferma  che  i  complessi abbiano  la 
capacità di  legare diversi  fattori  trascrizionali.  Il  legame maggiormente documentato è 
quello  che  avviene  tra  BRG1  e  il membro  della  famiglia  del  Retinoblastoma  RB.  Tale 
interazione è stata scoperta per la prima volta nei  lieviti e avviene tra una porzione del 
cDNA di BRG1, contente il dominio LXCXE, ed il pocket domain di RB. Questo dominio ha 
la capacità di  legare altre proteine,  tra cui, come discusso  in precedenza,  l’adenovirus 
E1A, SV40 del papilloma visus E7, e  le HDAC1 e 2 (Naidu et al., 2009). L’interazione tra 
BRG1  e  RB  si manifesta  soprattutto  quando  quest’ultima  è  ipofosforilata.  Tali  eventi 
causano la repressione d’alcuni geni E2F‐dipendenti coinvolti nella progressione del ciclo 
cellulare, come la ciclina A e la ciclina E. Diversi studi hanno mostrato come l’interazione 
tra RB, BRG1 ed E2F  svolga un  ruolo  fondamentale nell’arresto della progressione del 
ciclo  cellulare.  In  particolar modo  in  cellule  SW13  (ossia  cellule,  che  non  presentono 
BRG1 e BRM, mentre esprimono RB) è  stato dimostrato che  se  si over‐esprimeva una 





Il  ruolo  di  BRM,  BRG1  e  RB  nell’arresto  della  crescita  è  ancora  molto  dibattuto.  E' 
evidente che sia BRG1 che BRM possano collaborare con RB nel regolare  l’espressione 
(Strober  et  al.,  1996).  Tuttavia,  in  coltura,  il  livello di  espressione di Brm  è più basso 
durante  la  crescita  esponenziale.  Per  esempio  nelle  cellule NIH3T3, BRM  si  accumula 
nella fase G0, e diventa quasi  irrilevante quando  le cellule sono stimolate dell’aggiunta 
di siero. D'altra parte, BRG1 è abbondante per  tutto  il ciclo cellulare  (Muchardt et al., 





quindi probabile  che BRM  e BRG1  abbiano  lo  stesso  ruolo  sul  ciclo  cellulare, ma  che 





































L'invecchiamento  è  un  processo  naturale  e  irreversibile  che  comporta  una  serie  di 
modificazioni biologiche, morfologiche e psicologiche ed è  inoltre caratterizzato da una 







coltura  in  particolari  condizioni.  I  fibroblasti  umani,  i  quali  mostrano  una  limitata 
proliferazione in vitro prima di entrare stabilmente in arresto. 
La  senescenza  replicativa  compromette  inoltre  la  crescita  in  piastra  delle  cellule 
staminali adulte,  limitandone così  i  loro usi  terapeutici.  Il  trapianto di cellule staminali 




una spiccata attività  immunomodulatoria che  le rende adatte al  trapianto autologo ed 
eterologo. Per quanto concerne  la capacità di  raggiungere  il  tessuto danneggiato, solo 
una  piccola  parte  è  in  grado  di  farlo, mentre  la  restante  finisce  nella  fitta  rete  degli 
alveoli  polmonari,  da  dove  esercitano  la  loro  attività  immunomodulatoria.  Infine,  per 
l’esiguità del numero di cellule presenti  in un aspirato midollare, è opportuno ricorrere 
all’amplificazione  in  vitro.  Tale  procedura  correlata  alla  stabilità  genetica  delle  MSC 
risulta  essere  efficiente  per  il  loro  incremento,  ma  al  contempo  inefficiente  perché 
soggetta al fenomeno della senescenza replicativa discussa ampiamente in precedenza.  
Il  lavoro  sperimentale,  svolto  durante  questi  tre  anni  di  dottorato  è  stato,  dunque, 
finalizzato all’analisi di geni quali BRG1 e i membri della famiglia del retinoblastoma, che 
sembrano avere un ruolo in questo fenomeno.  
BRG1  costituisce  la  porzione  catalitica  dei  complessi  SWI/SNF  (SWIth/Sucrose  Non‐
Fermentable)  i  quali  idrolizzano  l’ATP modulando  così  la  posizione  dei  nucleosomi  e 
giocando un ruolo chiave nella regolazione dell’espressione genica. E’ stato dimostrato 




















Alla  luce di quanto esposto qui sopra,  l’obiettivo di questo studio è di valutare  il ruolo 
dei  geni  dei  complessi  SWI/SNF  e  dei membri  della  famiglia  del  retinoblastoma  allo 
scopo di comprendere gli aspetti più  fini della biologia delle cellule staminali, e quindi 




Gli esperimenti  sono  stati  svolti avvalendomi della  tecnica della RNA  interference, per 
indurre la down‐regolazione dei geni d’interesse. La scelta di questa tecnica, è dovuta al 
fatto di voler mimare il fenomeno naturale che la cellula usa per spegnere l’espressione 
di  alcuni  geni.  Gli  effetti  di  ciascun  silenziamento  indotto  sono  stati  analizzati  per 
valutare un eventuale effetto sul fenomeno della senescenza, a tal proposito sono stati 
svolti  esperimenti  di  citochimica,  di  citotossicità  cellulare,  d’immunocitochimica, 















































Il midollo osseo da  cui  sono  state  ricavate  le MSC  è  stato prelevato da bambini  sani 








lavata  con  PBS.  Le  cellule  sono  state  piastrate  in  piastra  Petri  da  100mm,  in mezzo 
MEMα  (αModified Eagle’s Medium)  (EuroClone,  Italia), contenente 10% di siero  fetale 
bovino  (FBS)  (EuroClone,  Italia),  2mM  L‐glutamina  (EuroClone,  Italia),  100  U/mL 
penicillina  (EuroClone,  Italia), 100  μg/mL  streptomicina  (EuroClone,  Italia), 2 ng/mlFGF 
(questo mezzo sarà di seguito indicato come mezzo di proliferazione, PRO). Dopo 24 ore 
le  cellule  non  aderenti  sono  state  scartate  e  le  cellule  aderenti,  le  cellule  staminali 
stromali, sono state lavate due volte in PBS. Le cellule sono state poi incubate per 7 – 10 
giorni  in  incubatore  ad  atmosfera umidificata  a 37°C,  contenente  il 5% di CO2,  fino  a 
raggiungimento della massima confluenza.  
Dopo  il primo passaggio, quando  le cellule raggiugevano una densità del 70‐80%, sono 
state  staccate mediante  trattamento  con  tripsina  e  ripiastrate  nelle  stesse  condizioni 
colturali. Per eseguire  la tripsinizzazione,  il mezzo di coltura è aspirato, sono effettuati 
due lavaggi in PBS cui sono aggiunti 100 U/mL di penicillina e 100 μg/mL di treptomicina. 
I  lavaggi  sono  stati  eseguiti  eliminando  il mezzo di  coltura dalle  piastre,  aggiungendo 
circa 6 mL di PBS e agitando delicatamente la piastra; dopo aver eliminato il PBS, viene 
aggiunto 1,5 mL di soluzione 0.02% EDTA‐0,025% tripsina  (Invitrogen) e  le cellule sono 
poste  nell’incubatore  per  10 min.  Infine  si  aggiunge  1,5 mL  di MEMα,  si  passano  le 


















utilizzato  invece è disegnato  in modo  tale che  la  sequenza non  sia complementare ad 
alcun mRNA. 
Tali  adenovirus  sono  stati  preparati  co‐trasfettando  il  plasmide  adenovirale  pAd‐
CMVlink‐1, senza inserto o con il gene BRG1, posto a valle del promotore CMV, e Cla I Ad 
5 DNA,  che  contiene  i geni per  le  strutture virali.  Le  cellule  trasfettate  sono  le  cellule 
embrionali  renali  umane  293,  ingegnerizzate  per  fornire  in  trans  i  geni  E1A  ed  E1B, 





trasdotte  con  un’aliquota  dell’adenovirus  di  partenza  in D‐MEM  +  2%  FBS  e  poste  in 




e  il  rilascio  delle  particelle  adenovirali  nel mezzo;  in  seguito  il mezzo  contenente  le 
cellule trasdotte è stato centrifugato per 10’ a 2000 rpm (centrifuga ALC mod. 4236) ed 
è  stato  prelevato  il  supernatante,  che  contiene  le  particelle  virali,  mentre  il  pellet 




Il metodo  di  titolazione  è  quello  riportato  dalla  ditta  Quantum.  Si  piastrano  10.000 
cellule 293  in multiwell da 96 per pozzetto  in 100 μL D‐MEM +5% FBS e si pongono  in 























Per  determinare  la  quantità  di  virus  da  utilizzare,  espressa  in  MOI  (molteplicità  di 
infezione),  equivalente  a  PFU/cellula,  si  utilizza  Ad‐CMV‐βgal.  A  questo  scopo  si 
trasducono le cellule con differenti quantità di adenovirus e si determina la quantità che 
permette  di  ottenere  un’elevata  percentuale  di  cellule  trasdotte,  con  un  effetto 





Infine  si  aggiunge  la  soluzione  di  colorazione  (Boehringer),  composta  dal  substrato 
dell’enzima,  X‐gal  in  rapporto  1:20  di  iron  buffer,  fornito  dalla  casa  produttrice.  Si 




Si  piastrano  300.000  cellule  in MEMα  +  10%  FBS,  contate  alla  camera  di  Bunker,  in 
capsule  Petri  da  100  mm.  Le  cellule  aderiscono  alla  piastra,  durante  le  24  ore  di 



















 I  siRNA  sono  stati  costruiti  seguendo  la  procedura  del  consorzio  di  Broad  Institute 
(Cambrigde, MA,  USA).  Nel  dettaglio,  per  esprimere  gli  shRNAs,  è  stata  utilizzata  la 
sequenza  del  vettore  pLKO.1  con  i  relativi  siRNA  disponibili  nel  consorzio: 
clone  TRCN0000010418  per  il  silenziamento  di  RB  (sequenza  di  riferimento  NCBI: 
NM_000321.2);  clone  TRCN0000039923  per  silenziare  RB2/p130  (sequenza  di 
riferimento  NCBI:  NM_005611.3);  clone  TRCN0000040022  per  P107  (sequenza  di 
riferimento NCBI: NM_183404.1). 
Le  particelle  lentivirali  sono  state  prodotte  come  descritto 
(http://www.broadinstitute.org/genome_bio/trc/publicProtocols.html ).  
1x106 293FT cellule (Invitrogen, CA, USA) sono state trasfettate con 2,25 mg di plasmide 
PAX2 che contiene  tutte  le proteine  importanti per  l’imballaggio del gene  , 0,75 µg di 
plasmide  PMD2G  che  contiene  tutte  le  proteine  del  capside  e  3  µg  di  uno  dei  tre 
plasmidi pLKO.1 utilizzando 30 ml di Fugene HD  (Roche, Germania  ) su piastre da 100 
mm.  La  trasduzione  delle MSC  avviene  con  1 MOI  (molteplicità  di  unità  infettive)  di 
particelle lentivirali shRNA. 
Tre giorni dopo  l'infezione,  le cellule sono state selezionate con 2 µg/ml di puromicina 
(Sigma‐Aldrich,  MO,  USA)  per  una  settimana.  A  questo  punto  le  cellule  sono  state 












L’analisi  al  citofluorimetro permette di determinare  la  fase del  ciclo  cellulare  in  cui  si 
trova  ogni  singola  cellula  mediante  la  misurazione  della  quantità  di  DNA  in  essa 
presente.  Tale  misurazione  si  basa  sull’utilizzo  di  un  laser  che  eccita  lo  ioduro  di 
propidio, una sostanza fluorescente che si intercala nel DNA.  
Per  ogni  saggio  sono  state  utilizzate  almeno  500.000  cellule.  Al  punto  temporale  di 








L’Annessina V è una proteina  che presenta elevata affinità per  la  fosfatidilserina  (PS). 
L’esposizione  della  PS  sulla  membrana  cellulare  esterna  è  associata  a  stadi  precoci 
dell’apoptosi, ben prima che sia possibile vedere la frammentazione del DNA.  
Le  cellule  apoptotiche  sono  state  determinate  utilizzando  l’Alexa  568‐conjugated 
Annexin  V  (Roche).  Per  colorare  le  cellule  apoptotiche  è  stato  eliminato  il mezzo  di 
cultura e le cellule sono state incubate con l’Alexa 568‐conjuted Annexin V diluita 1:50 in 
una  soluzione  contente 10nM Hepes, pH7,4  (Sigma‐Alderich), 140mM di NaCl  (Sigma‐
Alderich), 5mM CaCl2 (Sigma‐Alderich) per 15 min a temperatura ambiente. 
In seguito le cellule sono state lavate con PBS e colorate con 100 g/mL di Hoechst 33340 
(Sigma‐Alderich)  per  5  min,  dopo  aver  eseguito  un  ulteriore  lavaggio  con  acqua 


















caspasi dette “effettrici”  (caspasi‐3,  ‐6,  ‐7) attivandole;  le caspasi effettrici a  loro volta 
taglieranno precisi substrati proteici dando corso al processo apoptotico.  
E’ stata valutata l'attività della caspasi 9 seguendo le istruzioni del produttore (B‐Bridge 



































produzione del  fluoroforo è  stata monitorata  con un’emissione  /  lunghezza d'onda di 
eccitazione 365/460nm. 
 
3.8  Saggio  TRAP  (Telomerase  Repeat  Amplification 
Protocol)  
 
La  telomerasi  è  un  complesso  ribonucleoproteico  che  aggiunge  piccole  ripetizioni  di 
TTAGGG  all’estremità  dei  cromosomi  eucariotici,  usando  il  suo RNA  come  stampo.  In 
assenza  dell’attività  telomerica,  i  telomeri  sono  accorciati  a  ogni  divisone  cellulare, 
portando all’instabilità del cromosoma e alla morte cellulare. Lo sviluppo di una tecnica 
molto sensibile come la Telomeric Repeat Amplification Protocol (TRAP) ha reso possibile 
misurare  l’attività  telomerica.  La  tecnica  è  basata  sulla  capacità  della  telomerasi  di 
riconoscere e prolungare in vitro un substrato artificiale. 
Il saggio TRAP è stato eseguito seguendo il protocollo di Kim et al. (Kim et al., 1994, Kim, 
Wu,  1997).  500.000  cellule  sono  state  lisate  in  una  soluzione  10mM  Tris.HCl  pH  7,5, 
2,5mM MgCl2 1 mM EGTA, 0,5% CHAPS 10%  glicerolo, 5mM  β‐mercaptetanolo, 1mM 
AEBSF per 30 min a 4°C.  Il  lisato è  stato quindi centrifugato a 10.000g a 4°C. Dopo  la 
centrifugazione,  la  determinazione  della  concentrazione  delle  proteine  totali  è  stata 
determinata con  il saggio Bradford. La miscela di reazione per  l’analisi del TRAP è stata 
preparata  come  segue:  1x  di  Taq  DNA  polymerase  buffer  (Promega,  Italia),  1,5 mM 
MgCl2,  50μM  dNTPs,  primer M2(TS)  (5’AARCCGT  CGAGCAGAGTT‐3’)  controllo  interno 
(5’AATCCGTCGAGCAGA  GTTAAAAGGCCGAGAAGCGAT‐3’).  Questa  soluzione  è  stata 
incubata 30 min a 25°C, prima che venisse aggiunto il primer ACX (5’‐GCGCGG[CTTACC]3 
CTAACC‐3’),  primer  NT  (5’‐ATCGCTTCTCGGCCTTTT‐3’),  2,5U  Taq  DNA  polymerase 
(Promega,  Italia). La reazione è stata denaturata per 3 min a 94°C, e quindi amplificata 
per 30‐35 cicli (94°C per 15 sec, 60°C per 15sec, 72°C per 15sec). I primers ACX e M2(TS) 














La  soluzione  è  stata  versata  nell’apposito  stampo,  formato  da  due  lastrine  di  vetro 
separate da due spaziatori di spessore 1mm fino a riempire  lo stampo, si è  inserito un 
pettine per  la  formazione dei pozzetti e si è  lasciato polimerizzare.  Infine è stato  tolto 
con delicatezza il pettine e sono stati lavati i pozzetti con tampone di corsa TBE 1x. Sono 
stati  caricati  18  μL  per  ogni  campione  e  con  essi  i  marcatori  di  peso  molecolare 
Kaleidoscope  Prestained  Standards  (Bio‐Rad).  E’  stata  quindi  eseguita  la  corsa 
elettroforetica nel tampone di corsa nell’apparecchio per western blot protean  III (Bio‐
Rad) a voltaggio costante (8‐10 V/cm) per tre ore. 
Il gel è stato  in seguito  incubato  in una soluzione di TBE 1x  (89 mM Tris base, 89 mM 
acido borico e 2 mM EDTA) e 70% di GelStar (LONZA); questo colorante si lega al DNA – 
per  inserzione  tra  le  basi  appaiate  (intercalazione)  –  e mostra  un’intesa  fluorescenza 
quando è illuminato da un fascio di luce ultravioletta.  
Trascorso il tempo opportuno, si procede all’osservazione diretta del gel utilizzando una 






L’Heterochromatin protein 1 o HP1 è una  famiglia di proteine  coinvolte nel  silenziare 
geni mediante l’organizzazione della cromatina in strutture d’ordine superiore. 





Il blocking  è  stato  eseguito  con 5% di  siero per 60 minuti  a  temperatura  ambiente.  I 
vetrini  sono  stati  incubati  tutta  la  notte  con  l’anticorpo  primario  anti‐αHP1  (1:400) 
(Millipore Italia, Italia).  
In  seguito,  dopo  opportuni  lavaggi  le  cellule  sono  state  incubate  con  l’anticorpo 
secondaro di goat‐anti‐rabbit coniugato col FITCT (Jackson ImmunoResearch, UK) per 45 
minuti a temperatura ambiente. 
L’analisi  e  le  acquisizioni  delle  immagini  sono  state  compiute mediante  l’utilizzo  del 









percentuale di nuclei positivi  a H2A.X  è  stata  calcolata dal  rapporto  tra  i nuclei  totali 
colorati con l’Hoechst e quelli positivi all’anticorpo anti‐H2A.X.  








nelle  regioni  ricche  di AT  o AU  generando mononucleotidi  o  oligonucleotidi  con  il  3’ 
fosfato libero.  
Per ogni saggio sono state prelevate 300.000 cellule. Le cellule sono state risospese in un 
buffer  di  permeabilizzazione  così  costituito:  0,1%  di  L‐α‐lisofosfatidilcolina  (Sigma‐
Aldrich), in 150mM di saccarosio, 80mM KCL, 35mM Hepes pH 7,4, 5mM K2HPO4, 5mM 
MgCl2,  0,5 mM  CaCl2  per  90  sec.  Trascorso  il  tempo  opportuno,  le  cellule  sono  state 
centrifugate  a  3000  rpm  per  5‐10  min  a  temperatura  ambiente.  Allontanato  il 
supernatante  è  stato  aggiunto  il buffer di digestione:  2U/mL di nucleasi micrococcica 
(Sigma‐Aldrich) in 20mM di saccarosio, 50mM Tris‐HCL pH 7,5, 50nM NaCl e 2mM CaCl2 
incubato a temperatura ambiente a vari tempi.  




per  10 min  a  5000  rpm.  Il  supernatante  è  stato messo  in  ghiaccio  e  il  DNA  è  stato 
precipitato con 2,5  (v/v) di etanolo 100%  (freddo), più NaCl a concentrazione  finale di 
0,3 M  a  ‐20°  per  tutta  la  notte.  Il  giorno  successivo  è  stato  centrifugato  a massima 
velocità  per  10 min.  Il  precipitato  è  stato  lavato  per  due  volte  con  etanolo  freddo 
(Sigma) al 70%, poi seccato sotto lampada per evitare che permanessero tracce di alcool 
ed  infine  è  stato  risospeso  in  20‐30  μL  di  H2O  bidistillata  (mQ)  trattata  con 

















7x105  cellule  sono  state  coltivate  su  vetrini  ChamberSlide  (Falcon  BD,  NJ,  USA)  )  ed 
incubate per 10 ore con 10mM BrdU (Sigma Aldrich, MO, USA).  
Le cellule sono state lavate con PBS, fissate con metanolo al 100% a 4 °C per 10 minuti, 






mouse  coniugato  con  perossidasi  (Santacruz  Biotech,  CA,  USA)  per  30  minuti  a 
temperatura ambiente. Il processo di rilevazione del segnale è stato eseguito mediante 
incubazione  con  perossidasi  coniugata  a  streptavidina  (Vector  Laboratories)  per  30 
minuti,  seguita  da  esposizione  con  3,3’‐diaminobenzitina  (Vector  Laboratories)  per  2 
minuti.  
L’analisi  e  le  acquisizioni  delle  immagini  sono  state  eseguite  mediante  l’utilizzo  del 
software Leica F1000 System. 






questo  motivo  uno  dei  saggi  essenziali  per  valutarne  la  funzionalità  è  il  test  Unità 
Formanti Colonia (CFU). 





















mezzo  è  stato  rimosso,  e  sostituito  con  terreno  completo.  Le  cellule  sono  state  poi 
raccolte per l'analisi dei dati, 24 ore dopo. 




Per  indurre  il danno alla doppia elica del DNA,  le  cellule  staminali mesenchimali  sono 




3.14  Saggio d’immunocitochimica per  la  rilevazione 
dell’8‐oxo‐dG 
 






















legami  crociati  tra  le  proteine.  In  seguito  incubate  con  una  soluzione  di  blocking 
contenente  5%  di  goat  serum  (Jackson  ImmunoResearch)  per  1h  a  RT  e  poi  con 
l’anticorpo primario anti‐8‐oxo‐dG  (Trevigen, monoclonal anti‐mouse, dil. 1:250) a 4°C 
per tutta la notte. 
Dopo  i  lavaggi,  le  sezioni  sono  state  nuovamente  incubate  con  anticorpo  secondario 
coniugato  con  FITC  (Jackson  ImmunoResearch,  anti‐mouse,  dil.  1:100).  L’analisi  e  le 
acquisizioni delle  immagini  sono  state  compiute mediante  l’utilizzo del  software  Leica 
F4000  System.  Per  ogni  campione  sono  state  analizzate  5  sezioni  corrispondenti  alla 
zona  interessata  dal  trauma  chirurgico;  la  percentuale  di  nuclei  positivi  all’8‐oxo‐dG 
presenti  nella  tunica  intima  e  nella  tunica media  è  stata  calcolata  dal  rapporto  tra  i 
nuclei totali colorati con l’Hoechst e quelli positivi all’anticorpo anti‐8‐oxo‐dG.  
 








silenziamento. Dopo  fissate con 4% di  formaldeide e permeabilizzate  con metanolo.  Il 
blocking è stato eseguito con 5% di siero per 60 minuti a temperatura ambiente. I vetrini 
sono  stati  incubati  tutta  la notte  con  l’anticorpo primario anti‐H2A.X  (1:50)  (Millipore 
Italia, Italia).  
In  seguito,  dopo  opportuni  lavaggi  le  cellule  sono  state  incubate  con  l’anticorpo 
secondaro di goat‐anti‐rabbit coniugato col FITCT (Jackson ImmunoResearch, UK) per 45 
minuti a temperatura ambiente. 
L’analisi  e  le  acquisizioni  delle  immagini  sono  state  eseguite  mediante  l’utilizzo  del 









percentuale di nuclei positivi  a H2A.X  è  stata  calcolata dal  rapporto  tra  i nuclei  totali 
colorati con l’Hoechst e quelli positivi all’anticorpo anti‐H2A.X.  







di  entrambi  i  filamenti della doppia  elica.  Esistono due meccanismi  capaci di  riparare 
questo  danno.  Essi  sono  generalmente  conosciuti  come Non‐Homologous  End‐Joining 
(saldatura  delle  estremità  non  omologhe)  e  Homologous  End‐Joining  (ricombinazione 













Il  comet  assay  (Single  Cell  Gel  Electrophoresis  o  SCGE)  rappresenta  un  test  di 
genotossicità  di  facile  allestimento,  rapida  esecuzione  ed  elevata  sensibilità.  Inoltre 
richiede quantità ridotte di substrato ed è applicabile in vitro e in vivo a numerosi tipi di 
cellule e  tessuti differenti;  sono  state preparate varianti del  test per  la  rilevazione del 










Il comet assay allestito per  la  rilevazione delle  rotture del  filamento del DNA prevede 
l’inglobamento delle cellule da esaminare in agarosio, i filamenti di DNA che non hanno 
subito rotture migrano scarsamente e tendono a rimanere concentrati  in un nucleoide, 
mentre  i  frammenti generati da  rotture del  filamento migrano  in proporzione  inversa 
alla loro lunghezza e peso molecolare (Grandi et al., 2006).  
Le cellule sono state preparate secondo  il protocollo della Dott.ssa Dusinska (Dusinska, 




vetrino precedentemente  trattato e poste a 4°C per 10 minuti.  I vetrini  sono  stati poi 





33342  per  tutta  la  notte.  I  gel  sono  stati  osservati  attraverso  un  microscopio  a 




3.18  Terreni  per  l’induzione  adipo‐,  osteo‐  e 
condrogenica 
 




in  ciascun  pozzetto  di  una  piastra  da  96  pozzetti  in  terreno  completo.  Sono  state 
preparate 4 piastre per ogni tipo cellulare (RB, RB2, P107 e CTRL). Le culture sono state 
esaminate  tutti  i  giorni  per  valutare  l’eventuale  comparsa  di  colonie.  I  pozzetti 



















Le  cellule  sono  fissate mediante  10%  paraformaldeide  (Sigma)  a  pH  neutro,  lavate  e 
incubate per 1 ora con DPBS. Prima di aggiungere  la soluzione colorante, si rimuove  la 
paraformaldeide, si  lavano  le cellule con H2O sterile, e si aggiunge  isopropanolo al 60% 
(Sigma)  per  5  minuti.  La  soluzione  Oil  Red  è  preparata  aggiungendo  al  colorante, 
isopropanolo  al  99%.  In  seguito  è  diluita  3:2  con  H2O  deionizzata  ed  incubata  per  5 










1995).  Le  cellule  sono  dapprima  fissate  con  4%  paraformaldeide  (Sigma)  per  tutta  la 
notte, poi lavate in PBS e colorate per 10 minuti con 40 mM della soluzione Alizarin Red, 
pH 4.2, a temperatura ambiente. Le cellule sono poi sciacquate con acqua per 5 volte, 


















La  soluzione  di  Blu  di  Toluidina,  che  contiene  il  colorante  blu  di  toluidina  (Sigma) 












Eppendorf  da  1,5mL  e  incubato  a  4°C  per  5  minuti  per  permettere  la  completa 
dissociazione dei complessi nucleoproteici. Dopo aver aggiunto 100 μL di Bromo‐cloro‐
propano  (Sigma),  la miscela è  stata agitata vigorosamente per 15  secondi e  lasciata a 
temperatura  ambiente  per  10  minuti.  Il  bromo‐cloro‐propano  è  meno  tossico  del 
cloroformio  e  riduce  la  possibilità  di  contaminazione  di  RNA  con DNA.  Il  campione  è 
stato  centrifugato  a 13000  rpm  (centrifuga Eppendorf mod. 5415R,  rotore  F45‐24‐11) 
per 15 minuti a 4°C. Dopo  la centrifugazione  la miscela  si  separa  in una  fase  inferiore 
rossa  (fase  fenolo/bromo‐cloro‐propano),  un’interfase  fioccosa  e  una  fase  acquosa 
superiore.  L’RNA  rimane  esclusivamente  nella  fase  acquosa, mentre  DNA  e  proteine 
sono nell’interfase e nella  fase  inferiore. Al supernatante, recuperato delicatamente, è 
stato  aggiunto  un  volume  di  500  μL  di  isopropanolo  freddo  (Sigma),  la  soluzione 
risultante è stata quindi  incubata a –20°C per 30 minuti ed  infine centrifugata a 13000 
rpm per 8 minuti a 4°C per  far precipitare  l’RNA.  Il precipitato è  stato  lavato per due 
volte  con  etanolo  freddo  al  70%,  poi  seccato  sotto  una  lampada  per  evitare  che 











10x  fornito dal Kit  (DNA‐freeTM, Ambion). Per eliminare  la DNasi ed  il DNA degradato 
sono  stati  eseguiti  i  seguenti  passaggi:  è  stato  aggiunto  0,1  volumi  di  reagente 
disattivante della Dnasi  I  (DNA‐freeTM, Ambion) ed  incubato per 2 min  a  temperatura 
ambiente;  la  soluzione è  stata quindi centrifugata a 10000 x g per 1 minuto al  fine di 
precipitare  il  reagente  inattivante;  il  supernatante,  prelevato  delicatamente,  è  stato 
posto  in  una  nuova  provetta.  L’RNA  è  stato  quantizzato  spettrofotometricamente.  Il 
campione è stato diluito 200 volte in H2O trattata con DEPC e ne è stata determinata la 
concentrazione  in base  al  valore dell’assorbanza  letta  a 260 nm.  La  concentrazione  è 
stata  determinata, moltiplicando  il  valore  di  densità  ottica  ottenuto  per  il  fattore  di 
diluizione. Si utilizza poi la relazione matematica 25 OD = 1 mg/ml di RNA. 
 
3.20  Analisi  dell'mRNA  mediante  RT‐PCR 
semiquantitativa 
 
L’analisi  dei  livelli  di mRNA  dei  geni  di  interesse  è  stata  effettuata mediante RT‐PCR, 
seguendo un protocollo opportunamente ottimizzato. 
La PCR (polimerase chain reaction) ha rivoluzionato la sperimentazione volta a risolvere 
problemi  legati  alla  struttura  e  alla  sequenza  del  DNA  e  ha  permesso  di  affrontare 
questioni  che  vanno  dall’identificazione  di  nuovi  geni  fino  alla  quantificazione  di 
sequenze nucleotidiche specifiche. 
Il  frammento  che  si  vuole  amplificare  è  riconosciuto,  ai  suoi  estremi,  da  due  corti 
segmenti  di  DNA,  i  cosiddetti  primers  o  inneschi,  oligonucleotidi  di  20mer 
complementari alle sequenze di basi che fiancheggiano  il frammento. I primers avviano 
la  polimerizzazione  da  parte  della  Taq  polimerasi;  in  ciascuno  dei  primi  cicli  di 
polimerizzazione,  il  numero  di  copie  della  sequenza  bersaglio  raddoppia,  mentre  in 
seguito  la  reazione perde  il  carattere di esponenzialità  fino  a  raggiungere una  fase di 
plateau.  Studi  di  cinetica  della  reazione  hanno  permesso  di  determinare  che,  nelle 
condizioni  sperimentali  utilizzate,  con  29  –  32  cicli,  la  reazione  di  amplificazione  (il 
numero  varia  in  funzione  dei  tratti  genici  da  amplificare)  non  raggiunge  la  fase  di 
plateau. Questo dato è di  fondamentale  importanza per garantire delle quantificazioni 



















miscela di dNTP  (Finnzyme), 24 U di rRNasin  (Promega), tampone 1X per  la trascrittasi 
inversa (Finnzyme) e 1U di trascrittasi inversa da M‐MuLV(Finnsyme). 
L’RNA  è  stato  preincubato  con  gli  esameri  e  l’H2O  per  10  min  a  65°C,  poi  è  stato 
raffreddato  in  ghiaccio  per  5 minuti  e,  dopo  l’aggiunta  della  trascrittasi  inversa,  del 
buffer  e  dei  dNTP,  incubato  per  un’ora  a  42°C.  In  seguito  1‐3  μl  del  prodotto  della 
retrotrascrizione (la quantità dipende dal messaggio da amplificare) sono stati utilizzati 
per la successiva amplificazione; la miscela di reazione conteneva, in un volume finale di 
25  μl,  tampone  1X  (Promega),  1,5 mM MgCl2  (Promega),  100  μM  dNTP,  600  nM  di 
ognuno dei due opportuni primers e 0,75 U dell’enzima Taq polimerasi (Promega). 
La reazione di amplificazione, effettuata con un apparecchio per PCR  (Gene Amp 9700 








(che  servono  per  dimostrare  che  il  prodotto  di  amplificazione  non  provenga  da 
contaminazione di DNA nell’RNA di partenza né sia  il  frutto di una contaminazione da 
parte  dell’operatore)  sono  stati  effettuati  sia  sottoponendo  a  trascrizione  inversa  un 
campione  contenente  tutti  i  reagenti  della  reazione,  ad  eccezione  dell’enzima  della 
retrotrascrizione (controllo negativo della RT), sia amplificando un campione contenente 















gel documentation  system  (BIO‐RAD).  I  campioni di DNA da  caricare  sul gel  sono  stati 
“appesantiti”  con  una  soluzione  contenente  5%  glicerolo  e  Blu  di  bromofenolo 
all’0,084%. La dimensione dei prodotti di amplificazione è stata determinata mediante il 
confronto  con  il marcatore di peso molecolare  Ladder 100  (M‐Medical),  che presenta 




di  interesse  è  stata  accompagnata  dall’amplificazione  dell’mRNA  del  gene  per 
l’ipoxantina  fosforibosiltrasferasi  (HPRT).  Le  variazioni  dei  livelli  dell’mRNA  sono  state 
calcolate normalizzando i valori rispetto a questo controllo interno. La scelta è caduta su 
































































































































































































Le  tecniche  di  elettroforesi  su  gel  di  agarosio  rappresentano  un  valido  strumento  di 
analisi  per  gli  acidi  nucleici  poiché  permettono  di  separare molecole  di  diverso  peso 
molecolare originariamente presenti in una miscela.  
In  sostanza,  un  gel  può  essere  definito  come  una  rete molecolare  attraverso  le  cui 
maglie  migrano  le  macromolecole  sotto  l'azione  di  un  campo  elettrico,  in  maniera 
inversamente  proporzionale  al  peso molecolare.  Terminata  la  corsa  elettroforetica  è 
possibile visualizzare  i  frammenti.,  I gel di agoarosio  sono  stati preparati utilizzando  il 
GelStar  (LONZA),  questo  colorante  si  lega  al  DNA  per  inserzione  tra  le  basi  appaiate 
(intercalazione), e mostra un'intensa  fluorescenza quando è  illuminato da un  fascio di 
luce  ultravioletta.  Per  preparare  un  gel  per DNA,  l’agarosio  è  sciolto  a  100°C  su  una 
piastra riscaldata, in tampone TAE (40 mM Tris‐Acetato, 2 mM EDTA). La soluzione, al 2% 
peso/volume,  è  fatta  raffreddare  a  temperatura  ambiente  fino  a  circa  40‐45°C;  si 
aggiunge,  a  questo  punto,  il  GelStar  ad  una  concentrazione  finale  di  0.1  μL/mL.  La 
soluzione  è  poi  versata  in  un  apposito  stampo,  in  cui  è  inserito  un  pettine  per  la 
formazione dei pozzetti; si lascia, infine, solidificare il gel. Le corse elettroforetiche sono 
condotte a temperatura ambiente in una camera elettroforetica (Bio‐Rad) in tampone di 
corsa  (TAE).  Nei  pozzetti  del  gel  d’agarosio  sono  caricati,  oltre  ai  campioni  di  DNA 
sottoposti all’analisi per PCR, miscele di  frammenti di DNA a doppia elica di  lunghezza 
nota  (marcatori di peso molecolare). Al  termine della  corsa  elettroforetica  si procede 
all’osservazione  diretta  del  gel  utilizzando  una  lampada  a  raggi  ultravioletti, 







Rad),      0.1 mM Na3VO4  (Sigma)  direttamente  su  ogni  piastra  poggiata  su  ghiaccio. Al 
tampone  sono  stati,  inoltre,  aggiunti  gli  inibitori  delle  proteasi:  1mM  PMSF 
(fenilmetilsulfonilfluoride) (Boehringer) e 1 μM  leupeptina (Boehringer). Mediante  l’uso 










ghiaccio  e  poi  centrifugato  alla  massima  velocità  per  60  secondi  a  4°C  (centrifuga 
Eppendorf mod. 5415R,  rotore F45‐24‐11).  Infine  il supernatante è stato  raccolto ed è 
stata determinata la concentrazione proteica con il metodo Bradford utilizzando il kit Bio 
Rad Protein Assay (Bio Rad), seguendo le istruzioni della ditta produttrice. Questo saggio 
si  basa  sul  cambio  di  colore  del  Coomassie  Brilliant  Blue  G‐250  in  risposta  a  diverse 
quantità  di  proteine.  La  lettura  della  concentrazione  proteica  avviene  allo 
spettrofotometro  alla  lunghezza  d’onda  di  595  nm.  La  determinazione  della 
concentrazione proteica è preceduta dalla costruzione di una retta di taratura ottenuta 
dalle  letture di soluzioni proteiche a concentrazione nota. Per  tale retta sono  lette 7,5 
µg, 15 µg, 30 µg di BSA  in 3 mL di Bio Rad Protein Assay diluito 1:5  in H2O bidistillata. 
Ottenuta la retta di taratura (che riporta la quantità di BSA in funzione dell’assorbanza) 








(SDS)  che  è  un  detergente  anionico  in  grado  di  legarsi  saldamente  alle  proteine 
causandone  la  denaturazione  e  determinando  l’acquisizione  di  una  carica  negativa. 


















6.8, 0.1%  SDS, 0.5% TEMED, 0.12% Ammonio Persolfato. E’  stato quindi  versato  il gel 











preliminarmente attivato  in metanolo per 10 secondi,  lavato per cinque minuti  in H2O 
bidistillata  e  posto  per  10 minuti  nel  tampone  di  trasferimento:  48 mM  Tris,  39 mM 
glicina, 20% metanolo (Carlo Erba) pH 8.3. Il filtro è quindi stato posto a stretto contatto 
con il gel disponendo al suo esterno tre foglietti di carta 3MM (Whatman). Il filtro e il gel 









l’anticorpo primario opportuno (Sigma), diluito 1:300,  in T‐TBS 0,05% con 3% di  latte  in 
polvere non grasso. 
In seguito il filtro è stato lavato con T‐TBS 0,05% cinque volte per 5 minuti, sempre sotto 
costante  agitazione.  È  stato  dunque  aggiunto  per  1  ora  l’anticorpo  secondario 












Il  filtro  è  stato  incubato  a  temperatura  ambiente  per  5  minuti  con  le  soluzioni  di 
rivelazione  ECL  Advance  Western  Blotting  Detection  Kit    (Amersham  Biosciences) 
seguendo  le  istruzioni della ditta fornitrice.     L’ECL Advance Western Blotting Detection 
Kit  si  basa  sull’emissione  di  luce  da  parte  di  un  substrato,  il  luminolo,  quando  viene 
ossidato  dall’enzima;  questa  emissione  di  luce  impressiona  una  lastra  fotografica  che 
viene poi analizzata al densitometro GelDoc 1000. La rivelazione è eseguita esponendo il 
filtro, avvolto in Saran Wrap, a lastre fotografiche Kodak per 2 minuti.  
I risultati sono stati normalizzati utilizzando come controllo  interno  la α‐tubulina,  la cui 

























ore dalla  trasduzione con  shBRG1. Si è ottenuto circa  l’80‐90% di  trasduzione con 100 
MOI  virali  per  cellula.  Tra  i  diversi  siRNA  testati  per  il  knockdown  di  BRG1  quello 
nominato sh2045 è quello che è risultato più efficace, poiché riduce di circa  il 70% sia  i 
livelli  di  mRNA  che  quelli  della  proteina  (Figura  8).    I  livelli  di  mRNA  sono  stati 
normalizzati  rispetto  a  quelli  di  HPRT  e  di  GAPDH,  entrambi  geni  housekeeping.  Al 
contrario i livelli di proteina sono stati normalizzati sul totale di proteine caricate. 
 




come  dimostrato  dall’analisi  al  citofluorimetro.  In  diversi  esperimenti  non  si  è 
evidenziata alcuna modifica significativa della percentuale di cellule in fase G1, in fase S 
e in fase G2/M rispetto al controllo (Figura 9).     






4.1.3  Il  silenziamento di BRG1 promuove  la  senescenza e ha effetti 
sulle proprietà staminali delle MSC.  
 
Il  saggio  della  beta‐galactosidase  ha  dimostrato  un  notevole  aumento  della  positività 
delle  cellule, quando queste  venivano  trattate  con  sh2045  rispetto ai  controlli  (Figura 
10).  In  accordo  a  questo  dato  è  la  riduzione  dell’attività  della  telomerasi,  come 
dimostrato dal  saggio TRAP  (Figura 10) e  la  riduzione della potenzialità delle cellule di 
formare colonie come dimostrato dal saggio CFU.  


























GAPDH  scelto come  controlli  interni.  L'istogramma mostra  la media dei valori d’espressione  (± 
SD, n = 3). 
La  variazione  del mRNA  delle  cellule  trattate  con  Ad‐siRNA‐BRG1  è  stato  confrontato  con  le 
cellule trasdotte con Ad‐siRNA‐CTRL, scelto come riferimento (** p <0,01).  
B:  Western  blot  dei  livelli  di  BRG1  in  MSC  trattate  con  Ad‐siRNA‐BRG1  e  Ad‐siRNA‐CTRL, 



























A: L’istogramma mostra  i risultati  (± SD, n = 3) dell’analisi della citometria a  flusso delle cellule 
staminali mesenchimali trasdotte con Ad‐siRNA‐BRG1 e CTRL. 
B: L'istogramma mostra  i  livelli d’attività della caspasi 9  in MSCs  trattate con Ad‐siRNA‐BRG1 e 
Ad‐siRNA‐CTRL, rispettivamente. 
C:  La microfotografia  a  fluorescenza  rappresenta,  cellule  colorate  con  l’annessina V  (rosso),  la 
quale si lega ai residui di fosfatidilserina esposta sulla superficie esterna 


















































dimostrato,  che  alcuni  geni  partecipano  alla  proprietà  staminali  come  l’abilità  self‐
renewal  e  lo  stato  uncommitted.  Inizialmente  questi  geni  sono  stati  identificati  nelle 
cellule  ES, mentre  nelle  cellule  adulte  essi  sono  poco  o  per  nulla  espressi  (Mikkers, 
Frisen, 2005,  Takahashi,  Yamanaka, 2006).  Si  è quindi deciso di  analizzare  alcuni  geni 



























possibile  ottenere  una  riproducibilità mediante  analisi  con  RT‐PCR.  In  particolare  si  è 
ottenuta  l’espressione dei geni OCT3, NANOG e KLF4, che sono d’altronde geni chiave 
del  core  trascrizionale per  la  regolazione delle proprietà  staminali nelle  (Masui  et  al., 
2007, Matoba et al., 2006). Interessante è stata la scomparsa completa del gene NANOG 
in  cellule  trattate  con  sh2045  rispetto  al  controllo  (Figura  10).  Nelle MSC  sono  stati 
evidenziati,  inoltre, bassi  livelli di geni  tessuto‐specifici. E’ da  ricordare,  che durante  il 
differenziamento,  la  formazione di eterocromatina evita  la promiscuità dei  trascritti e 
limita  l’attività  di  geni  tessuto‐specifici.  In  accordo  con  quanto  detto,  si  potrebbe 
ipotizzare che il differenziamento delle MSC è basato sulla regolazione di quei geni, che 
sono già espressi nelle cellule indifferenziate.  
La  modifica  dell’espressione  dei  geni  della  staminalità  potrebbe  associarsi  con 
un’alterazione dell’espressione di geni tessuto‐specifici, pertanto è sembrato opportuno 
analizzare  i markers  del  differenziamento  canonico  delle MSC  in  adipociti,  osteociti  e 
condrociti. Nelle cellule trattate con sh2045 si è riscontrata la riduzione del 61%±12% di 




Si  è pertanto deciso di  analizzare  se  la  senescenza  indotta dal  knockdown di BRG1  si 
associasse con cambi nell’organizzazione della cromatina, in conseguenza della capacità 
dei  rimodellatori della  cromatina ATP‐dipendenti di alterare  il  contatto  tra  gli  istoni e 
modificarne la struttura.  
Per valutare  lo  stato dell’eterocromatina presente nelle MSC  trasdotte  con  siBRG1 mi 
sono  avvalso  di  due  saggi:  La  digestione  del  DNA  con  Nucleasi  Micrococcica  e  la  
rivelazione  immunocitochimica  dell’isoforma  α  dell’istone  HP1  (α‐HP1).    Le  cellule 
trasdotte  con  siBRG1 hanno dimostrato una maggior  resistenza  alla digestione  con  la 





del  normale metabolismo  e  come  una malattina  cronica,  persistono  contribuendo  al 
graduale invecchiamento di un individuo(Lombard et al., 2005, von Zglinicki et al., 2001). 









deossiguanosine  (oxo8dG).  Si  è  allora  deciso  di  studiare  i  livelli  di  danno  al  DNA 
mediante  rivelazione  immunocitochimica  diretta  sia  contro  la  forma  fosforilata 
dell’istone H2A.X (ser 139) (γ‐H2A.X), che evidenzia uno stato generale di danno al DNA 
sia della presenza dell’oxo8dG. A seguito della trasduzione con siBRG1 si è osservato un 
aumento del numero di  cellule positive  all’anti  γ‐H2A.X  (Figura  12). Allo  stesso modo 







cellula  le condizioni adatte per  la sopravvivenza  (Hoeijmakers, 2001, Ronen, Glickman, 
2001). Si è deciso allora di valutare se questo aumento del danno al DNA osservato si 
accompagnasse ad una  riduzione dei  geni  coinvolti  in diversi meccanismi di  riparo. Di 
conseguenza si è passati ad analizzare un pannello di geni coinvolti nella regolazione del 
base  excision  repair  (BER)  del  nucleotide  excision  repair  (NER),  del  mismatch  repair 
(MER)  e  del  double  strand  break  repair  (DSBR).    Di  rilevante  è  come molti  dei  geni 
analizzati evidenziano una significativa upregolazione (p<0,05) nelle cellule trasdotte con 
siBRG1. In particolare, si è osservato un forte aumento dei geni POLD3 e MSH5 coinvolti 






























B:  Le  microfotografie  a  fluorescenza  rappresentano  le  cellule  colorate  con  anticorpi  anti‐  γ‐
HP1(verde)  e  con  Hoechst  33342  (blu).  Un  campo  microscopico  è  rappresentanto  per  ogni 
trattamento. I valori d’espressione sono indicati nella tabella (± SD, n = 3). In questo test abbiamo 
contato almeno 500  cellule positive a HP1 per ogni  trattamento.  L'intensità di  colorazione per 
ogni  cellula  positiva  è  stata  acquisita  con  una  fotocamera  CCD  e  analizzati  con  il  software 
Quantity One 1‐D (Biorad Laboratories, CA, USA). Abbiamo calcolato la somma dei valori dei pixel 










































riparo  nell’estratto  proteico  di  controllo  proveniente  dalle  cellule  HEK293  (Human 





P53  (Kang  et  al.,  2004,  Strober  et  al.,  1996). Questi  geni  sono  importanti  nell’arresto 
della  progressione  del  ciclo  cellulare,  nel  differenziamento,  nell’apoptosi  e/o  nella 
senescenza (Campisi, d'Adda di Fagagna, 2007, Oberdoerffer, Sinclair, 2007)  .  
Alla  luce  di  tali  dati,  si  è  cercato  di  valutare  se  gli  effetti  biologici  evidenziati  con  il 
silenziamento  di  BRG1  possono  essere  associati  ai  pathways,  che  prevedono 
l’attivazione di P53 o un coinvolgimento dei membri della famiglia del retinoblastoma.  
Non si è osservata alcuna modifica ai  livelli di mRNA di RB ma una  leggera diminuzione 
del  livello  della  proteina.  Diversamente  l’espressione  di  RB2/P130  è  fortemente  up‐










Come  risposta allo  stress genotossico, P53  subisce delle modifiche post‐traduzionali,  il 
cui  risultato  è di  attivare  la  funzione della  stessa.  In particolare  la  fosforilazione della 
serina  392  e/o  l’acetilazione  della  lisina  382  si  verificano  in  seguito  a  danni  al  DNA 
(Sakaguchi  et  al.,  1998).  Il  silenziamento  di  BRG1  non  implica  alcun  effetto 
sull’espressione globale della proteina P53, al  contrario  le  forme attivate e  fosforilate 
sono up‐regolate (Figura 14).  
Alcuni inibitori delle cicline come P21CIP1, P27KIP1, e P16INK4 si sovrappongono ai pathways 
della  famiglia  di  RB  e  di  P53.  In  particolare  P21CIP1  e  P16INK4  sono  spesso  espressi  in 





























































siRNA‐CTRL,  rispettivamente. Le cellule embrionali umane del  rene 293  (HEK) sono state scelte 
come  controllo positivo per  il  saggio.  La  riparazione delle  rotture  a doppio  filamento produce 
plasmidi riparati (ricircolarizzati) che migrano distintamente dal DNA lineare.  



































B:  L’immagine mostra  le bande ottenute dai WB dopo  l’acquisizione  al ChemiDOC  (Biorad).    I 
livelli  di  proteina  sono  stati  normalizzati  sul  totale  delle  proteine  caricate.  p‐P53:  anti‐P53‐









adenovirale,  che esprimeva  la proteina mutata E1A‐(YH47‐928),  capace di  interagire e 
inibire solo la proteina P53 e un secondo vettore che esprimeva invece la mutazione RG2 
capace di bloccare e  inibire solo  i membri della famiglia del retinoblastoma (Dornan et 
al., 2003, Wang  et  al., 1993). Nelle MSC  trasdotte  con  sh2045  e  rispettivi  controlli,  è 
stato  inibito  P53  con  E1A‐(Y47‐928)  o  la  famiglia  RB  con  E1A‐RG2.  Sia  RB  che  P53 
giocano un  ruolo  fondamentale nel  fenomeno della  senescenza,  come dimostrato dal 
saggio della β‐galactosidase in situ, in cui si evidenzia una riduzione della percentuale di 
cellule positive, quando veniva silenziato BRG1 e una delle due proteine veniva bloccate. 
Diversamente,  i  membri  della  famiglia  del  retinoblastoma  mostrano  un  ruolo  di 
protezione  contro  l’apoptosi,  come  dimostrato  dal  saggio  immunocitochimico  diretto 






























Le  MSC  umane  sono  state  testate  per  knockdown  di  RB,  RB2/P130  e  P107  dopo 
trasduzione  con  vettori  lentivirali  e  selezionate  con  puromicina.  Le  cellule  che 
esprimevano  gli  shRNA  contro  RB,  RB2/P130  e  P107  sono  state  indicate  con  le  sigle 
shR1, shR2 e sh107, rispettivamente. Le cellule, che esprimono shRNA di controllo, sono 
state indicate come shCTRL. 
Gli  shRNAs  selezionati  sono  stati  efficaci  nel  silenziare  le  proteine  bersaglio  e  hanno 
indotto una diminuzione dell’mRNA bersaglio,  rilevate mediante RT‐PCR  (Figura 15).  Il 
silenziamento  è  stato  ulteriormente  verificato  attraverso  l'analisi  dei  livelli  proteici  di 
geni bersaglio che hanno confermato una diminuzione delle proteine bersaglio  (Figura 
15).  In  particolare  si  è  rilevato  un  calo  del  70%  della  proteina  RB  in  shR1  rispetto  ai 
controlli mentre  sia  i  livelli di P107 che quelli di RB2/P130 sono aumentati  in maniera 
rilevante. E’  stata  invece  rilevata una diminuzione del 40% della proteina RB2/P130  in 
shR2, ma  la proteina presente è quasi  completamente nella  sua  forma  iperfosforilata, 









della  fase G1 quando  invece  venivano  trattate  con  shR2  (Figura 16B).    I  risultati della 









statisticamente  efficaci,  poiché  la maggioranza  delle  cellule  si  trovano  in  fase G1/G0, 





















































C:  L’immagine  al microscopio mostra  un  campo  rappresentativo  di  BrdU  (marrone)  in  cellule 














colture  silenziate di RB2/P130  rispetto  ai  controlli. Al  contrario  nessuna modifica  si  è 
verificata  in  shR1  e  sh107  (Figura  17A).  La  riduzione  dell’apoptosi  in  cellule  staminali 
mesenchimali  è  in  accordo  con  delle  precedenti  ricerche,  che  dimostrano  che  l'iper‐
espressione di RB2/P130 induce la morte programmata della cellula (Jori et al., 2005a). 
E’ stato evidenziato, inoltre, un aumento del fenomeno della senescenza in shR1, come 
rilevato  dal  saggio  della  beta‐galattosidasi,  rispetto  alle  cellule  trasdotte  con  shCTRL 
(Figura  17B).  Le  cellule  positive  alla  beta‐galattosidasi  hanno mostrato  la morfologia 
caratteristica della  senescenza  (cellule  appiattite,  e  allargate).  In  shR1  era osservabile 
inoltre un aumento di cellule bi‐nucleate (dati non riportati), altro segno distintivo delle 
cellule senescenti. Al contrario,  la percentuale di cellule positive alla beta‐galattosidasi 
era più bassa nelle  shR2  rispetto a  shCTRL  (Figura 17B). E’ da premettere però  che  la 
beta‐galattosidasi è un test che potrebbe generare falsi positivi (Gary, Kindell, 2005). Di 
conseguenza si è deciso di confermare  i dati ottenuti con un metodo quantitativo che 
potesse  sia  misurare  l'attività  della  beta‐galattosidasi,  che  rilevare  eventuali 
cambiamenti poco percettibili qualitativamente. I risultati dell’analisi quantitativa hanno 
confermato i dati ottenuti con il saggio della beta‐galattosidasi in situ (Figura 17B). 
Come  già  detto  il  nucleo  delle  cellule  senescenti,  subisce  diverse  modificazioni  che 
portano alla formazione di domini di eterocromatina facoltativa chiamata SAHF  (Narita 
et  al.,  2003).  E’  da  rimarcare  come  in  shR1  la  senescenza  non  fosse  associata  a  un 
aumento della percentuale di SAHF, rilevate con  il saggio  ICC diretto contro  l’istone‐α‐
HP1  (Figura  18C).  Diversamente  nelle  cellule  con  RB2/p130  silenziato,  avveniva  una 
diminuzione nel numero di cellule positive  per l’istone‐α‐HP1 (Figura 18C). 
4.2.4 Proteine della famiglia del retinoblastoma e danni al DNA 
Studi  approfonditi  hanno  rivelato  come  il  danno  al  DNA  o  eventuali  modifiche  ai 
pathways di riparo siano  legati alla senescenza e/o all’apoptosi  (Lombard et al., 2005). 
Come  risposta  a eventuali danni  al DNA,  la  cellula blocca  la proliferazione e quindi  si 
arresta nei checkpoint di controllo del ciclo cellulare oppure attiva eventuali pathways 
deputati al riparo degli eventuali danni. Se  il danno è  troppo esteso e quindi  la cellula 

















I  nuclei  sono  stati  di  colorati  con  Hoechst  33342  (blu).  Le  frecce  indicano  le  cellule  positive 
all’annessina. Il valore medio della percentuale delle cellule apoptotiche (± SD, n = 3) è  indicato 
sotto ogni immagine. Variazioni statisticamente rilevanti (p <0,05) sono in grassetto. 
B:  Le microfotografie  rappresentano  campi microscopici  di  cellule  positive  alla  β‐galattosidasi 
(blu).  Il valore medio delle percentuali di  cellule  senescenti  (± SD, n = 3) è  indicato  sotto ogni 
immagine. Variazioni statisticamente significative (p <0,05) sono in grassetto. 
MUG  indica  i risultati della senescenza quantitativa associata alla β‐galattosidasi   effettuata sui 
























microscopico  è  rappresentato per ogni  trattamento.  Le  frecce  indicano  la doppia marcatura.  Il  grado di  fosforilazione 
H2A.X è stato valutato contando  il numero di  focolai H2A.X/cellule. Abbiamo classificato  le cellule  in  tre gruppi: cellule 
H2A.X negative (0 foci/cellula); fosforilazione mite di H2A.X (1 ‐ 10 foci/cellula); forte fosforilazione di H2A.X (> 10 foci / 
cellulare). La percentuale media di cellule positive a H2A.X è  indicata sotto ogni  immagine  (± SD, n = 3). La valutazione 
statistica è  stata eseguita  sul  totale delle  cellule positive a H2A.X  (n = 3),  le variazioni  significative  (* p <0,05)  sono  in 
grassetto. 
B: Le microfotografie mostrano cellule colorate con anti‐8‐oxo‐dG (verde). I nuclei sono colorati con Hoechst 33342 (blu). 




microscopico è  rappresentato per ogni  trattamento.  (± SD, n = 3). Variazioni statisticamente  rilevanti  (p <0,05) sono  in 





hanno mostrato  cambiamenti  nella  percentuale  sia  dei  fenomeni  di  senescenza  che 
d’apoptosi  e  ciò  ci ha  indotto  ad  indagare  l’eventuale presenza di danni  al DNA.  Si  è 
evidenziato  come  nelle  cellule  con  shR1,  che  erano  inclini  alla  senescenza  fosse 
riscontrabile  un  aumento  dei  danni  al  DNA,  come  dimostrato  dal  saggio  di 
immunocitochimica  diretto  contro  l’istone  γ‐H2A.X  (Figura  18A).  Tale  dato  è  anche 











Nel  complesso  questi  risultati  hanno  suggerito  l’ipotesi  che  il  silenziamento  di  RB  e 
RB2/P130  può  rendere  queste  cellule  sensibili  al  danno  del DNA. A  conferma  di  tale  
ipotesi,  le cellule staminali mesenchimali sono state  trattate con  tre diversi agenti che 
danneggiano  il DNA: H202,  le  radiazioni UV e  la doxorubicina  (Cleaver, Crowley, 2002). 




può  essere  riprodotto  in  vitro.  E’  stato  pertanto  dimostrato  che  l'aumento  della 
concentrazione  di  specie  reattive  dell'ossigeno  (ROS)  (per  esempio,  aumentando  la 
pressione parziale di ossigeno o  trattando  le cellule con H2O2) può  indurre senescenza 
precoce in fibroblasti umani.  
E’ da notare come a seguito dei  trattamenti danneggianti  il DNA,  le cellule prive di RB 
evidenziano un aumento di cellule positive all’H2A.X rispetto ai controlli. Al contrario, le 
MSC  con  RB2/P130  silenziato  mostrano  una  percentuale  minore  di  cellule  positive 
(Tabella 3).  
H202  induce  la  formazione  di  radicali  idrossili,  che  danneggiano  le  basi  del  DNA, 
generando delle forme ossidate come accade con l’ 8‐oxo‐dG (D'Errico et al., 2008). Per 
questo  motivo,  i  suoi  effetti  sono  stati  ulteriormente  valutati  mediante  ICC  diretta 
contro  l’8‐oxo‐dG.  Le  cellule  trattate  con  shR1  e  con  perossido  di  idrogeno  hanno 
indicato un maggior numero di cellule positive rispetto alle cellule di controllo, trattate 

























































Oxo‐8‐dG  NON TRATTATE H2O2  
  shR1  shR2 sh107 shCTRL shR1 shR2 sh107  shCTRL 
Totale cellule positive  53%* 20%* 33% 31% 61%* 33%* 49%  47% 
                          
COMET Assay  DOXORUBICINA
  shR1 shR2 sh107 shCTRL
DNA damage  
quantitation 











DNA  (Kurz  et  al.,  2004),  è  stato  determinato  l'effetto  di  questa  sostanza mediante  il 
saggio del COMET. 
H2A.X   NON TRATTATE IRRADIAZIONE CON UV  















































danneggiato  in MSC silenziate di RB1 e un minor grado di  frammentazione del DNA  in 
cellule trattate shR2 rispetto al controllo (Tabella 3).  




al DNA e come  risposta  indurre un arresto  temporaneo della crescita, che consenta  la 
riparazione  del  DNA  o,  in  caso  di  danni  estesi,  promuova  l'arresto  irreversibile  della 
crescita  (senescenza)  o  induca  la  morte  cellulare  programmata  (apoptosi).  Questa 
funzione  tumore‐soppressiva  di  P53  previene  la  propagazione  di  cellule  anormali  a 
rischio  di  diventare  cellule  tumorali  (Zuckerman  et  al.,  2009).  Inibitori  delle  cicline‐
chinasi  sono strettamente associati a P53 e la loro attivazione e/o inattivazione gioca un 
ruolo  fondamentale nel destino della cellula,  infatti, permette di determinare quale di 
esse  andranno  incontro  a  senescenza  e quali  incontro  ad  apoptosi  (Zuckerman  et  al., 
2009). 
In shR1 è stata rilevata una up‐regolazione significativa (p <0,05) della proteina p53 con 
un aumento del  livello di P27KIP1 e P21CIP1, mentre nessuna modifica  in P16INK4a  (Figura 
15).  L'aumentata espressione di questi geni è  stata osservata anche a  livello di mRNA 
(Figura  15).  Questo  risultato  potrebbe  suggerire  che  l'arresto  del  ciclo  cellulare  e 
senescenza nelle cellule con RB silenziato sia basato su  pathway P53‐P21‐P27, piuttosto 
che su P16. Anche se diverse ricerche suggeriscono un ruolo primario per P16INK4a nella 
senescenza  (Campisi,  d'Adda  di  Fagagna,  2007),  diversi  studi    dimostrano  che  la 
senescenza  replicativa  e  la  senescenza  accelerata  dalle  radiazioni  ionizzanti  sono 
accompagnate da un accumulo di P21CIP1, e non  correlano  con P16INK4a  (Attema et al., 
2009). 





seguito a danno del DNA per  consentirne  il  riparo  (Zuckerman et al., 2009).  sh107 ha 
mostrato solo una forte up‐regolazione di P27KIP1 rispetto ai controlli (Figura 15). E’ noto 











aumento  di  E2F1  in  cellule  con  RB2/P130  o  P107  silenziato  (Figura  15).  Questa  de‐
regolazione  dovrebbe  promuovere  il  ciclo  cellulare, ma  non  può  spiegare  perché  le 
cellule  shR1  entrino  in  senescenza.  La  senescenza  osservata  in  shR1  potrebbe  allora 
essere attribuibile a differenze nei  livelli dei CKI e di P53 rispetto ai controlli. Inoltre,  in 
shR1 è stata riscontrata una up‐regolazione di E2F4 (Figura 15B). Va sottolineato che  la 
famiglia dei  fattori di  trascrizioni E2F, è  composto da diversi membri  che  svolgono un 
ruolo chiave nella progressione del ciclo cellulare e nel differenziamento. I membri E2Fs 
sono stati classificati come attivatori (E2F1‐E2F3) o repressori (E2F4‐E2F8) (Scime et al., 
2008). E'  ragionevole  ipotizzare  che  l'aumentata espressione di E2F1  in  cellule  con RB 
silenziato potrebbe essere contrastato dall’attivazione di E2F4. 





che perturbazioni  in  cellule  staminali mesenchimali  con  le proteine della  famiglia del 
retinoblastoma silenziate abbiano in qualche modo modificato queste proprietà. 
Su queste cellule è  stato eseguito  il  test del CFU per  testarne  la clonogenicità, cioè  la 
capacità di espandersi, partendo da una singola cellula, che è una delle caratteristiche 
più importanti delle cellule staminali, ossia la loro capacità di auto‐rinnovo. 
Il  silenziamento del  gene RB2/P130 ha  evidenziato un  raddoppio nel numero di  cloni 
osservati. Al contrario  la mancanza del gene RB ha mostrato una riduzione significativa 
(p  <0,05)  di  cloni  (Figura  19A).  Questo  risultato  è  in  buon  accordo  con  i  dati  sulla 
proliferazione  cellulare e  sulla  senescenza.  Lo  stato  senescente osservato nelle  cellule 
con RB silenziato potrebbe  influire notevolmente sulla staminalità delle MSC, mentre  il 
basso livello di senescenza e apoptosi osservato nelle cellule silenziate di RB2/P130 è in 
























A:  Le  immagini  mostrano  la  colorazione  viola  dei  cristalli  nei  cloni  ottenuti  dopo  14  giorni 
d’incubazione di  MSC silenziate di RB, RB2/P130, P107 e CTRL. 
B: La prima colonna della  tabella  indica  il numero  totale di cloni analizzati. La seconda colonna 
indica i cloni con la capacità di differenziare. 
C: Il potenziale di frequenza e la differenziazione dei cloni di cellule staminali mesenchimali sono 
stati  valutati  come  indicato  nei Materiali  e Metodi.  Nella  tabella  sono  indicati  i  cloni  con  la 













singoli  cloni  delle  MSC  ottenuti  da  diluizioni  limitanti.  A  tal  fine,  sono  stati  isolati, 
ampliati  e  caratterizzati  182  cloni  di  MSC  di  controllo  e  di  MSC  con  le  proteine 
















(ultima  riga  della  tabella  in  Figura  19C).  In  contrasto  con  altri  lavori  (Muraglia  et  al., 
2000), sono stati ottenuti cloni in grado di differenziarsi in tutte le possibili combinazioni 
fenotipiche  (OA‐,  OC‐,  CA‐cloni  bipotenti;  O,  C,  A‐cloni  unipotenti)  (ultima  riga  della 
tabella in Figura 19C ).  
In  tutti  i  cloni  ottenuti  da  cellule  con  le  proteine  della  famiglia  del  retinoblastoma 
silenziate,  si  è  osservata  una  riduzione  significativa  (p  <0,05)  nella  capacità  di 
differenziare: 50% in RB, il 40% in RB2/p130 e il 53% nei cloni di P107  rispetto al 85% dei 
cloni  di  controllo  (Figura  19B).  Questo  risultato  appare  di  grande  interesse,  perché 
mostra come la mancanza delle proteine del retinoblastoma comprometta il processo di 
differenziazione  delle  cellule  staminali  mesenchimali,  nonostante  gli  effetti  biologici 
differenti osservati  in precedenza  (proliferazione, danni al DNA, apoptosi,  senescenza) 
siano  diversi.  I  dati  ottenuti  dimostrano,  che  la  differenziazione  delle  cellule  è 
fortemente influenzata da tali effetti.  
Il  silenziamento  dei  geni  del  retinoblastoma  influenza  anche  le  proprietà  di 




verso  il differenziamento adipocitario: 8 su 14 cloni  (57%) rispetto a 8 su 42  (19%) del 
controllo.  Anche  i  cloni  provenienti  da  shR2  hanno mostrato  un  numero  ridotto  nei 
fenotipi possibili e una tendenza verso  il fenotipo adipogenico (10 su 20). Le differenze 
nella percentuale di  cloni  sh107  tra  le  colture e  i  controlli non  sono  indicative  (Figura 
19C).  
Per  rafforzare  ulteriormente  i  dati,  che  dimostrano  che  il  silenziamento  di  RB  o  di 
RB2/P130  si  ripercuote  sul  fenotipo degli adipociti, è  stato  indotto  il differenziamento 
adipocitario, in colture di MSC con le proteine del retinoblastoma silenziate ed in seguito 
si  è  valutata  la  percentuale  di  cellule  con  una  morfologia  adipocitaria  mediante 
colorazione  specifica per questo  tipo di differenziamento  (van Harmelen et al., 2005). 




















Pertanto  da  tale  premessa,  si  è  deciso  di  analizzare  l'effetto  a  lungo  termine  delle 
proteine  del  retinoblastoma  silenziate  sul  comportamento  delle  cellule  staminali 
mesenchimali. In accordo con quanto ipotizzato è stato recentemente dimostrato che la 
mancata  funzionalità  di  RB,  e  in  misura  minore  di  RB2/P130,  è  associata  a 
trasformazione neoplastica (Giacinti, Giordano, 2006). 
Le colture di sh107 e shCTRL hanno mostrato un andamento simile nella crescita (Figure 
20),  il  tasso  di  proliferazione  in  vitro  non  è  cambiato  significativamente  per  quasi  30 




dopo 60 giorni  (Figura 19). Dopo  l'arresto,  le  cellule  sh107,  shR1 e quelle di  controllo 
sono  state monitorate  per  altri  60  giorni.  In  questa  fase  non  si  è  verificata  nessuna 
modifica  nei  campioni  e  si  è  osservato  come  le  MSC  morissero  progressivamente, 
staccandosi spontaneamente dalle piastre. 
Le  cellule  trattate  con  shR2  hanno mostrato  un  particolare  comportamento  in  vitro: 
all'inizio  hanno mostrato  una  capacità  proliferativa  più  elevata  rispetto  a  quella  del 
controllo;  in  seguito  il  loro  tasso  di  proliferazione  è  progressivamente  diminuito. 
Tuttavia, dopo 80 giorni in vitro, mentre tutte le altre colture (shR1, sh107, shCTRL) non 
proliferavano come rilevato dall’incorporazione della BrdU (dati non riportati), le cellule 
con  RB2/P130  silenziato  hanno  mantenuto  inalterata  la  loro  capacità  proliferativa 
(Figura 20). Le cellule con shR2 sono state coltivate per più di un anno, durante questo 
periodo  il  tasso di proliferazione non è  cambiato, mantenendosi  sempre molto basso. 
Sono  state  piastrate  5.000  cellule  per  cm2  (circa  il  30%  confluenza)  e  la  confluenza 
dell’80‐100%  veniva  raggiunta  circa  dopo  30  giorni. Non  è  stato  possibile  eseguire  la 
colorazione  con  la BrdU  a  causa del basso  tasso di proliferazione  (dati non  riportati). 
Durante questo periodo non è stata osservata nessuna “fase di crisi” né una variazione 











Il  test  dell’agar  è  un  saggio  di  crescita  utile  a monitorare  la  capacità  delle  cellule  di 
aderire e  formare colonie. Esso è considerato  tra  i  test più  severi per  la  rilevazione di 
trasformazione maligna delle cellule. Sono state piastrate cellule provenienti da shRB2 e 
controlli  appropriati  per  21  giorni.  Dopo  questo  periodo  d’incubazione  non  è  stata 
riscontrata la presenza di alcuna colonia (dati non riportati). 
La  trasformazione provoca un aumento dell'attività della  telomerasi. Come dimostrato 
dagli  studi  di  Gro  Vatne  Røsland  e  colleghi,  che  hanno  riscontrato  un  significativo 




Nonostante  il  lungo  periodo  di  crescita  le  cellule  con  shR2  hanno mantenuto  la  loro 




























USA). Dopo  aver  silenziato  le  cellule,  sono  state piastrate  in pozzetti di MW da 96. Dopo  vari 
tempi le cellule sono state raccolte e contate. Il rapporto tra il numero totale di cellule al giorno 


































B:  Elettroforesi  su  gel di poliacrilamide  di prodotti ottenuti da  TRAP  su  cellule  shR2  in diversi 




C:  Le microfotografie mostrano  il potenziale di differenziazione di  cellule  shR2  che  sono  state 




















L’invecchiamento  è  un  processo  irreversibile  naturale,  attualmente  inevitabile  e 
determinato da fattori genetici, che fa dell’uomo (e più in generale di tutti gli esseri 
viventi) un entità programmata al decadimento attraverso  il procedere del  tempo 
che  provoca  il  disfacimento  delle  funzioni  vitali,  biologiche,  morfologiche  e 
psicologiche. 
L’invecchiamento  interessa per molti aspetti  le cellule staminali,  le quali perdendo 





rigenerare  i  tessuti  danneggiati  nei  quali  sono  localizzate.  Le  cellule  staminali 
mesenchimali  (MSC)  si  prestano  particolarmente  bene  a  questo  scopo  poiché 
presentano  caratteristiche  uniche,  in  particolar  modo  quella  di  differenziare  in 
cellule di origine mesodermale e non, e una  spiccata attività  immunomudulatoria, 
che le rende adatte in campo clinico ai trapianti autologhi e eterologhi. 






L’espressione  coordinata di un milione di  geni  determina  i diversi  stati  cellulari  e 
quindi  anche  la  senescenza.  Il  passaggio  della  cellula  staminale  a  uno  stato 
differenziato e quindi specializzato, dipende dalla sincronizzazione simultanea della 
up‐regolazione  di  geni  tessuto‐specifici  e  dal  silenziamento  di  geni  deputati  al 




Recentemente  diversi  studi  hanno  dimostrato  che  anche  i  geni,  che  regolano  le 









(Oberdoerffer,  Sinclair,  2007).  Risulta  quindi  evidente  che  i  diversi  rimodellatori 
della cromatina giocano un ruolo chiave nella biologia delle cellule staminali.  
I complessi SWI/SNF sono rimodellatori della cromatina ATP‐dipendenti e mostrano 
un  ruolo  chiave  nella  progressione  del  ciclo  cellulare,  nell’apoptosi  e  nel 
differenziamento in diversi sistemi biologici.  
Nelle  cellule  eucariotiche,  BRG1  gioca  un  ruolo  chiave  nell’attivare  un  insieme 





più  studiati  al  mondo  la  maggior  parte  degli  studi  presenti  nella  letteratura 
scientifica indirizzano le proprie ricerche principalmente su RB. In questa ricerca si è 
deciso  invece di  studiare  tutti  i  tre membri della  famiglia  (RB, RB2/P130, P107)  in 








gene  BRG1  utilizzando  la  tecnica  dell’RNA  interference,  poiché  dati  in  letteratura 
avevano già dimostrato come  l’overespressione dello  stesso  inducesse  senescenza 
nelle cellule  staminali mesenchimali  (Napolitano et al., 2007).  Il  risultato del  tutto 
inaspettato è stato quello  in cui  il silenziamento di BRG1  induce un  incremento di 
cellule  senescenti  come  osservato  anche  durante  l’overespressione  del  gene 
(Napolitano et al., 2007). Questo dato suggerisce che molto probabilmente piccole 
perturbazioni dello stato cromatinico della cellula possano indurre il fenomeno della 
senescenza  e  che  quindi  una  regolazione  “fine”  del  gene  BRG1  è  necessaria  per 
preservarne le caratteristiche.  
Lo stato senescente è accompagnato dal blocco del ciclo cellulare, poiché  le cellule 









l’assenza dell’arresto del  ciclo,  suggerendo quindi  che molto probabilmente BRG1 
non  svolga  una  funzione  prioritaria  nella  progressione  del  ciclo  cellulare,  ma  è 
pensabile che altri complessi SWI/SNF siano coinvolti.  




il  gene  viene  up‐regolato.  Molte  cellule  acquisiscono  la  resistenza  all’apoptosi 









al.,  2003).  La  senescenza  indotta  dal  silenziamento  di  BRG1  è  associata  a  un 
accumulo  di  danni  al  DNA,  nonostante  un  upregolazione  dei  geni  coinvolti  nei 
meccanismi  di  riparazione.  Per  riordinare  tutti  questi  elementi,  è  importante  far 
presente che, nonostante  l’incremento dell’espressione di alcuni geni coinvolti nel 
meccanismo di riparazione,  le cellule sono  incapaci di riparare un danno al doppio 
filamento  del  DNA;  come  dimostrato  dal  saggio  di  riparazione  in  vitro  di  DNA 
plasmidico (Figura 13). Tuttavia  l’up‐regolazione dei geni coinvolti nella riparazione 
al DNA potrebbe provocare un  eccesso di  segnale  che  attraverso un  fenomeno  a 
cascata  sia  in  grado  di  perturbare  le  funzioni  biologiche  basali  delle  cellule  per 
indirizzarle verso un fenotipo senescente. Questa ipotesi è in accordo con Morales e 
collaboratori  che  dimostrarono  che  l’iper‐espressione  di  RAD50,  un membro  del 






















I  pathways  di  RB  e  P53  sono  coinvolti  nel  controllo  della  progressione  del  ciclo 
cellulare, differenziamento, apoptosi e/o  senescenza  (Campisi, d'Adda di Fagagna, 







biologi evidenziati  in seguito al silenziamento di BRG1 potrebbero  interferire con  i 





in  precedenza  è  stato  silenziato  BRG1.  La  beta‐galactosidasi  ha  mostrato  una 
riduzione di  cellule  senescenti  sia quando é  inibita  la  via  tramite P53,  sia quando 
sono  inibiti  i membri  della  famiglia  del Retinoblastoma  (Tab.1). Questo  dato  è  in 
accordo con gli studi che dimostrano che  la senescenza è  regolata sia  tramite P53 
che  tramite  le proteine del  retinoblastoma.  Tuttavia,  in  accordo  con  i nostri dati, 
studi  recenti  hanno  dimostrato  che  diverse  linee  tumorali  mancanti  di  BRG1 




















che  come  già  ampiamente  rilevato  sono  tra  i  più  studiati  al mondo  per  le  loro 
innumerevoli funzioni in cellule staminali e no. 
E’ stato evidenziato che  le cellule staminali adulte sono necessarie a mantenere  la 
funzione  del  tessuto  per  tutta  la  durata  della  vita  e  l'integrità  di  un  organismo, 
sostituendo le cellule differenziate, che si sono perse per logoramento o per danno. 
Per  assolvere  questa  funzione  le  cellule  staminali  sono  dotate  di  una  specifica 
combinazione  flessibile  e  diversicata  di  espressione  genica.  Infatti,  un  buon 
funzionamento delle cellule staminali  richiede  il coordinamento della progressione 
del  ciclo  cellulare,  dell'auto‐rinnovo,  e  del  processo  differenziativo.  Qualsiasi 
tentativo di comprendere  la regolazione delle proprietà delle cellule staminali deve 
quindi includere un'analisi della relazione tra questi processi. 
La  famiglia genica del  retinoblastoma codifica  tre proteine  strettamente correlate, 
che  sono  implicate  nella  regolazione  della  proliferazione  cellulare,  del 
differenziamento,  dell’apoptosi,  della  senescenza  e  della  trasformazione 
neoplastica. Abbiamo analizzato  la biologia delle cellule  staminali mesenchimali  in 
assenza  dei  membri  della  famiglia  del  retinoblastoma,  nel  tentativo  di  chiarire 
l'importanza di questi geni nella regolazione della proliferazione cellulare, dell'auto‐
rinnovamento,  dell'impegno  nel  processo  differenziativo.  Numerose  evidenze 
sperimentali hanno  reso evidente che  le  tre proteine hanno attività biologiche  sia 
specifiche che funzionalmente rindondanti. (Claudio et al., 1994) 
 
5.2.1  Il  silenziamento  di  RB  induce  danni  al  DNA  ed  uno  stato 
senescente 
 










complessi  ciclina‐Cdk  rappresenta  un  fattore  essenziale  per  l'entrata  in  fase  S. 
L'inattivazione  di  RB  disturba  l'equilibrio  tra  la  segnalazione  mitogena,  ossia  la 
replicazione programmata del DNA, e la progressione attraverso la fase S e la mitosi. 




l'attivazione  di  p53‐p21.  In  alternativa,  nelle  cellule  prive  di  RB  si  accumulano 
ulteriori danni, che  insieme all’inattivazione di p53 forniscono un'ulteriore barriera 
alla trasformazione oncogena (Foijer, te Riele, 2006).  
Le  MSC  con  RB  silenziato  accumulano  danni  al  DNA,  come  evidenziato 
dall’immunocitochimica diretta contro H2AX e dall’incorporazione dell’oxo8dG (Fig. 









della  sua proteina bersaglio P21/CIP1 nelle  cellule  con RB  silenziato; osservazione 
confermata anche dagli studi eseguiti sui nostri modelli d’indagine. Inoltre, abbiamo 
dimostrato  che  in  shR1  si  ha  un  chiaro  aumento  dei  danni  al  DNA  dovuto  a  un 
prematuro  ingresso  nella  fase  S  del  ciclo  cellulare.  Per  riconciliare  i  dati  finora 
discussi è  importante  sottolineare come  le attività della proteina P53 e quelle del 
retinoblastoma dipendono da una moltitudine di  fattori come ad esempio  lo stato 
delle  cellule,  il  grado  di  differenziazione  cellulare,  il  tipo  di  cellula  e  segnali 
ambientali.  Il  gruppo  di  Chicas  ha  analizzato  fibroblasti  umani  che  sono  stati 
artificialmente indotti allo stato senescente, e quindi resta da stabilire se le evidenze 
















di  CFU  (Fig.  16A,  16C,  18A). Questi  risultati  sono  in  buon  accordo  con  i  dati  che 
mostrano una riduzione dei danni al DNA, dell’apoptosi e della senescenza (Fig. 17A‐
D). Queste evidenze,  inoltre, dimostrano che RB sia  fondamentale per collegare  la 
crescita  delle  cellule  con  la  replicazione  del  DNA,  mentre  RB2  svolge  un  ruolo 
cruciale nella biologia  cellulare  in  seguito ad un arresto  reversibile  (quiescenza) o 
irreversibili  (senescenza)  del  ciclo  cellulare  (Helbond  et  al.2010).  La  ridotta 
percentuale  di  cellule  senescenti  in  shRB2  è  confermata  dagli  studi  che  hanno 

















5.2.3  Gli  SAHF  e  la  senescenza  nelle  MSC  silenziate  di  RB, 
RB2/P130 e P107 
 
I  risultati  ottenuti  in  questo  lavoro  dimostrano  in  maniera  chiara  che  i  focolai 
eterocromatici  non  possono  essere  sempre  associati  alla  senescenza  poiché  in 









maggiore  percentuale  di  SAHF,  inoltre  nella  stessa  linea  la  percentuale  di  cellule 
positive  per  α‐HP1  non  è  cambiata,  mentre  in  quella  shR2  la  percentuale  è 
significativamente  ridotta  (p <0,05)  suggerendo  che SAHF e  α‐HP1    siano correlati 
con RB2/P130. 
Queste evidenze non sono  in contrasto con  i  risultati di Narita e collaboratori che 
hanno  ipotizzato  che  la  formazione  di  SAHF  dipende  da  RB  poiché  l'espressione 
dell’oncoproteina  E1A può prevenire  la  formazione di  SAHF.  Infatti,  è  importante 
indicare  che  in questo  studio  è  stata utilizzata  l’oncoproteina  E1a  che neutralizza 
non  solo  la  funzione di RB ma quella di  tutte  tre  le proteine, pertanto non  si può 
escludere una rindondanza di effetti  tra  i tre membri della  famiglia.(  (Narita et al., 
2003).  
 




retinoblastoma  hanno  mostrato,  una  efficace  riduzione  nella  capacità  di 
differenziare: 50%  in RB,  il 40%  in RB2/P130 e  il 53%  in P107 rispetto all’85% nelle 
colture di  controllo  (Figura 18B).  I nostri dati  suggeriscono  che  tutti  i  tre membri 
della  famiglia  del  retinoblastoma  sono  indispensabili  per  un  corretto  processo 
differenziativo delle cellule staminali mesenchimali. Tuttavia,  il  loro ruolo  in questi 
processi  può  essere  differente.  La  capacità  di  una  cellula  di  differenziare  implica 
l’uscita dal ciclo cellulare e l’entrata in uno stato quiescente. Le MSC con RB2/P130 




nel processo differenziativo potrebbe  essere  correlato  ad  altri  fenomeni biologici, 
come  la senescenza e  l’apoptosi. La compromissione della capacità di differenziare 
delle MSC prive di P107, invece, è difficile da decifrare, poiché i principali parametri 











5.2.5  La mancanza  di  RB1  e  di  RB2/P130  sembra  indirizzare  le 
cellule verso un fenotipo adipocitario 
 
Il  ruolo  principale  dei  membri  della  famiglia  del  retinoblastoma  riguarda  la 
regolazione del ciclo cellulare attraverso  la repressione dei fattori trascrizionali E2F 
((Galderisi  et  al.,  2006)).  Un  aspetto  altrettanto  importante  delle  proteine  del 
retinoblastoma  è  invece  correlato  allo  sviluppo  e  alla  differenziazione  di  molti 
tessuti, questo perché RB può attivare alcuni fattori di trascrizione, che promuovono 






il  knockout  di  RB  nei  fibroblasti  embrionali  di  topo  ha  mostrato  l’incapacità  di 
differenziarsi per  la mancanza di PPAR‐γ (Chen et al., 1996).  Infine,  la mancanza di 




mettere  ordine  tra  le  nostre  evidenze  sperimentali  e  quelle  qui  sopra  discusse  è 
importante chiarire che  le nostre analisi sono state condotte su cellule progenitrici 
multipotenti, mentre le altre indagini sono state effettuate su cellule di pre‐adipociti 
e/o  fibroblasti.  Quanto  finora  discusso  suggerisce  quindi  che  le  proteine  del 




avviati.  Evidenze  recenti  confermano  quanto  appena  discusso  dimostrando  che, 
paradossalmente, RB è  in grado di  inibire  l'adipogenesi attenuando  la capacità del 
fattore  di  trascrizone  PPAR‐gamma  nel  guidare  l'espressione  genica  (Fajas  et  al., 
2002). Le indagini svolte in questo lavoro di tesi insieme alle innumerevoli evidenze 
















ogni  membro  della  famiglia  del  retinoblastoma  giochi  un  ruolo  diverso  nella 
proliferazione cellulare, differenziamento, apoptosi e senescenza, secondo il tipo di 
cellula,  le  fasi  del  ciclo  cellulare  e  lo  stato  di  maturazione  cellulare.  Inoltre, 
numerose  evidenze  indicano  che RB, RB2/p130  e  P107  sono  in  grado di  svolgere 
effetti  di  compensazione  reciproca.  Questa  sorta  di  ribilanciamento  funzionale 
avviene quando una proteina A è in grado di svolgere una funzione di solito eseguita 
da un’altra proteina B, ma che  in circostanze particolari,  la proteina B non è più  in 
grado  di  esercitare  la  propria  attività  biologica.  Numerose  evidenze  hanno 
dimostrato che  la compensazione può essere associata a un aumento dei  livelli di 
proteina  in  altri  casi  queste  considerazioni  non  si  sono  rivelate  strettamente 
necessarie  (Galderisi et al., 2006, Giacinti, Giordano, 2006, Paggi, Giordano, 2001). 
In conformità a queste premesse non è quindi  semplice valutare  il  ruolo  specifico 
delle proteine del retinoblastoma nei modelli sperimentali  fin qui analizzati, anche 
perché  il  silenziamento  di  un  gene  ha  determinato,  come  era  prevedibile,  l’up‐
regolazione degli altri  (Figura 15).  Le  cellule prive di RB  sono  soggette a danno al 
DNA, questo è stato associato con una perdita della proprietà di staminalità e con 
un  aumento  di  cellule  senescenti.  Nelle  cellule  con  RB2/P130  silenziato,  è  stata 
rilevata  una  significativa  riduzione  del  danno  al  DNA  con  maggiore  tasso  di 
proliferazione, un aumento della capacità di CFU ed una diminuzione dell'apoptosi. 
In entrambi i casi è stata osservata una up‐regolazione di P107 rispetto al controllo. 
L'aumento  dell’espressione  di  P107  è  quindi  presente  nei  due  fenotipi 















una  diminuzione  del  danno  al  DNA  e  dei  fenomeni  correlati.  E  'evidente  che 
RB2/P130 svolge un ruolo chiave nei processi coinvolti nella regolazione del danno 
al  DNA.  Va  inoltre  evidenziato,  che  le  cellule  prive  RB  non  hanno  mostrato  un 
aumento della proliferazione come accade  in molti altri sistemi biologici, mentre  la 
mancanza  di  RB2/P130,  nonostante  i  livelli  normali  di  RB mostrano  una maggior 
proliferazione cellulare. 
5.4.Conclusioni 





dimostrato  il ruolo dei  fattori di  trascrizione nel mantenimento delle caratteristiche 
uniche  di  staminalità.  Tuttavia  è  necessario  ampliare  gli  studi  sui  fattori  che 
rimodellano la cromatina per avere una visione più chiara del fenomeno. 
Anche i nostri risultati sono in buon accordo con questa ipotesi, infatti, BRG1 sembra 
essere  coinvolto  in  maniera  attiva  in  questo  processo  e  ogni  piccola  variazione 
apportata  ai  livelli  di  espressione  di  BRG1  ha  effetti  negativi  sulla  fisiologia  delle 
cellule staminali mesenchimali. La maggior parte dei geni generalmente richiede una 
“regolazione  fine”  e piccole  variazioni degli  stessi possono  compromettere  lo  stato 
normale  di  una  cellula. Nello  specifico,  questo  è  ciò  che  accade  nel  caso  di  BRG1, 
piccole  variazioni  compromettono  il normale  funzionamento  delle MSC  sia  quando 
esso è up‐regolato sia quando é down‐regolato (Kholodenko, 2000, Yu et al., 2008).  
Le  piccole  variazioni  di  BRG1  causano  delle modifiche  di  un’altra  classe  di  geni,  i 
membri  della  famiglia  del  retinoblastoma,  molto  probabilmente  responsabili  del 
disfacimento cellulare. Gli  studi condotti  su questi ultimi hanno evidenziato  il  ruolo 
chiave  svolto  dalle  proteine  del  retinoblastoma  nella  regolazione  di  diversi  aspetti 










I  tre membri  della  famiglia  del  retinoblastoma  hanno  funzioni  specifiche  che  solo 
parzialmente si sovrappongono. Nel dettaglio, il silenziamento di RB induce fenomeni 
di  senescenza  associati  al  danneggiamento  del  DNA.  Le  cellule  con  RB  silenziato 
mostrano una  tendenza verso  il differenziamento adipocitario. Questo  risultato è di 
grande  interesse poiché dimostra  che  la perdita di RB non è  sempre  associata  alla 
proliferazione cellulare, processo che può portare alla tumorigenesi. Il silenziamento 
di  RB2/P130,  al  contrario,  riduce  l’apoptosi  e  la  senescenza  nelle  cellule  staminali 
mesenchimali  e  la  loro  clonogenecità.  Anche  le  MSC  con  RB2/P130  silenziato 






In  conclusione,  un  ultimo  aspetto  su  cui  porre  l’accento  è  il  possibile  ruolo  di 
RB2/P130  nel  danno  al DNA.  Infatti,  come  si  nota  nel  silenziamento  di  BRG1,  alla 
spiccata up‐regolazione di RB2/P130 si associa un aumento del danno al DNA come è 
stato rivelato dai saggi immunocitochimici. Analogamente, durante il silenziamento di 
RB,  si  assiste  a  un  fenomeno  simile,  poiché  l’aumento,  per  compensazione,  di 
RB2/P130  è  associato  a  un  aumento  del  danno  al  DNA.  Al  contrario,  durante  il 
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